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najznačajniji faktor progresije bolesti vaskularni endotelni faktor 
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žlezdi i retini. Smatra se regulatorom cirkadijarnog ritma, ali pored
toga ostvaruje značajne antioksidativne i antiinflamatorne efekte, a 
zbog svojih fizio-hemijskih osobina se lako transportuje kroz 
krvno-retinalnu barijeru. Cilj ovog istraživanja je ispitivanje 
efekata suplementacije melatoninom na parametre metabolizma 
glukoze i lipida u serumu, kao i parametre oksidativnog oštećenja, 
inflamacije i neoangiogeneze u retini pacova sa dijabetesom 
melitusom tip 2 izazvanim streptozotocin-nikotinamidom.
Kod eksperimentalnih životinja sa dijabetesom melitusom tip 2, 
pored hiperglikemije i dislipidemije, utvrđena je snižena 
koncentracija melatonina u serumu. Oralna suplementacija 
melatoninom u dozi od 0,2 mg/kg telesne mase dovela je do 
značajnog povišenja koncentracije melatonina u serumu. Životinje 
tretirane melatoninom su imale niže koncentracije faktora nekroze 
tumora-α (TNF-α) u serumu, što je od značaja zbog uticaja ovog 
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lipidne peroksidacije (tiobarbiturat reagujuće supstance, TBARS) i 
oksidativne modifikacije proteina (proizvodi uznapredovale 
oksidacije proteina, AOPP) u retini, kao i do sniženja koncentracije
enzima inducibilna azot-monoksid sintaza (iNOS), koje doprinosi 
smanjenju oksidativnog oštećenja posredovanim reaktivnim 
vrstama azota. Melatonin, dodatno, dovodi do sniženja 
koncentracije VEGF-a i matriks metaloproteinaze 9 (MMP-9) u 
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1. Uvod
Dijabetesna retinopatija je neurovaskularna komplikacija dijabetesa melitusa tip
1  i  2  i  najčesći  uzrok  slepila  u  radno  aktivnoj  populaciji  (Solomon  i  sar.,  2017).
Značajnim za patogenezu ove komplikacije dijabetesa melitusa smatraju se metabolička
disfunkcija izazvana hiperglikemijom, oksidativni stres, inflamacija i apoptoza u retini
(Tarr  i  sar.,  2013).  Narušavanje  integriteta  krvno-retinalne  barijere,  kao  i  građe  i
funkcije  neurovaskularne  jedinice,  koji  se  javljaju  kao  posledica  hiperglikemije,
oksidativnog oštećenja i  inflamacije,  za  posledicu imaju oštećenje i/ili  gubitak vida.
Najznačajnijim medijatorima oštećenja krvno-retinalne barijere i progresije dijabetesne
retinopatije se pri tom smatraju faktor nekroze tumora α (TNF-α) i vaskularni endotelni
faktor  rasta  (VEGF)  (Tarr  i  sar.,  2013).  Aktuelna  istraživanja  u  oblasti  terapije
dijabetesne retinopatije ukazala su na potencijal stimulacije Nrf2/ARE signalnog puta
(engl. Nuclear Erythroid 2-Related Factor 2/Antioxidant Responsive Element) i njegov
značaj u prevenciji oštećenja retine i gubitka vida izazvanih dijabetesom (Deliyanti i
sar., 2018).
Melatonin  je  neurohormon  pinealne  žlezde  koji  se  dominantno  izlučuje  u
odsustvu svetlosti i predstavlja glavni regulator cirkadijarnog ritma kičmenjaka. Ovaj
hormon je široko rasprostranjen u živom svetu, od jednoćelijskih organizama do sisara.
Usled naglašene antioksidativne sposobnosti (Kocic i sar., 2017; Reiter i sar., 2016),
melatonin  predstavlja  faktor  koji  štiti  ćelije  od  zračenja  ili  na  drugi  način  nastalog
ćelijskog oštećenja (Bisquert i sar., 2018; Ničković i sar., 2018; Sokolovic i sar., 2008).
Molekul melatonina ima sposobnost da direktno uklanja slobodne radikale i stimuliše
aktivnost antioksidativnih enzima  Nrf2/ARE mehanizmom, što ga čini značajnim za
antioksidativnu zaštitu ćelija (Hristova i sar., 2015; Reiter i sar., 2016, 2003).
Ritmička  ekspresija  oscilirajućih  (engl.  clock)  gena  predstavlja  molekularni
mehanizam koji, u sklopu regulacije cirkadijarnih ritmova, sinhronizuje metabolizam,
fiziološke funkcije i  ponašanje jedinke sa 24-časovnim solarnim ciklusom (Iuvone i
sar., 2005). Koncentracija melatonina u serumu/plazmi ritmički se menja u toku 24 sata
i u toku godine sa pikom u toku noći, odnosno u toku zime. Dnevne i godišnje varijacije
u nivou melatonina omogućavaju kičmenjacima da se adaptiraju na ciklične promene u
životnoj  sredini. U  sklopu  regulacije  cirkadijarnih  ritmova,  melatonin  u organizmu
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reguliše brojne procese posredstvom melatoninskih receptora, naročito ciklus spavanje-
budnost, sezonsku reprodukciju, energetski metabolizam, imuni odgovor, krvni pritisak
i mnoge druge (Reiter i sar., 2014). Fiziološki efekti melatonina se ipak razlikuju kod
takozvanih dnevnih i noćnih životinja, jer je kod prvih visoka koncentracija melatonina
udružena sa fizičkom aktivnošću, a kod drugih sa odmorom i snom (Pandi-Perumal i
sar., 2008)
Sve više je  dokaza da su cirkadijarni ritmovi  usko povezani sa održavanjem
metaboličke  ravnoteže  i  da  njihov  poremećaj  može  doprineti  nastanku
kardiovaskularnih  bolesti,  gojaznosti  i  dijabetesa  (Green  i  sar.,  2008).  Održavanje
koncentracije  glukoze  u  krvi  unutar  fizioloških  granica  je  jedan  od  najznačajnijih
homeostatskih procesa u organizmu čoveka. Najznačajniju ulogu u ovom procesu igra
endokrini pankreas koji sintetiše hormone uključene u regulaciju metabolizma glukoze.
Pored  insulina  koji  ima hipoglikemijski  efekat,  endokrini  pankreas  luči  i  glukagon,
somatostatin, pankreasni polipeptid i grelin koji direktno, odnosno indirektno učestvuju
u regulaciji koncentracije glukoze u krvi (Gesmundo i sar.,  2017). Njihova sinteza i
sekrecija, podležu regulaciji od strane većeg broja neurohormona (među kojima je i
melatonin), aminokiselina, citokina i peptida, poreklom iz mozga ili digestivnog trakta,
koji  deluju kao modulatori  sekrecije  endokrinog pankreasa,  posredstvom receptora i
njihovih signalnih kaskada (Gesmundo i sar., 2017). Prisustvo melatoninskih receptora
utvrđeno je na membranama  α,  β i  δ ćelija  insula  pankreasa (Zibolka i  sar.,  2018),
štaviše utvrđeno je da pored efekta na sintezu i oslobađanje insulina, melatonin utiče i
na lučenje glukagona i somatostatina (Bähr i sar., 2011; Zibolka i sar., 2015).
Genomske  studije  su  identifikovale  udruženost  rs10830963  varijante
melatoninskih receptora MT2-MTNR1B i predijabetesa odnosno dijabetesa melitusa tip
2  (Sparsø  i  sar.,  2009;  Tam i  sar.,  2010),  kao  i  rs4753426  varijante  i  gestacionog
dijabetesa  (Zhan  i  sar.,  2015).  Nosioci  mutacije  rs10830963  imaju  smanjeno
oslobađanje insulina nakon oralnog ili intravenskog opterećenja glukozom, disfunkciju
β ćelija i hepatičnu insulinsku rezistenciju (Sparsø i sar., 2009). Lokus rs10830963 utiče
na ekspresiju kvantitativnih svojstava (engl. eQTL-Expression Quantitative Trait Loci) i
povećava sintezu mRNK za melatoninski receptor MT2-MTNR1B (Tuomi i sar., 2016),
na taj način potencirajući efekat melatonina na sekreciju insulina. 
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Koncentracija  serumskog  melatonina  u  dijabetesu  melitusu  je  najčešće
izmenjena  (Amaral  i  sar.,  2014;  Mäntele  i  sar.,  2012),  pri  tom su  niske  vrednosti
serumskog  melatonina  nezavisno  udružene  sa  povećanim  rizikom  za  nastanak
dijabetesa melitusa tip 2 kod ljudi (McMullan i sar., 2013). Uzevši u obzir činjenicu da
je retina, pored pinealne žlezde, mesto sinteze melatonina, i da je sinteza melatonina u
dijabetesu smanjena u retini (do Carmo Buonfiglio i sar., 2011) i pinealnoj žlezdi (Frese
i sar., 2009), može se pretpostaviti da ovo sniženje koncentracije melatonina ostvaruje
uticaj na biohemijske procese u retini značajne za patogenezu dijabetesne retinopatije. 
1.1. Retina – neurovaskularna jedinica i krvno-retinalna 
barijera
Retina je neurosenzorni deo oka koji iznutra oblaže očnu jabučicu. Građena je
od 10 slojeva koji sadrže neurone, fotoreceptore i glijalne ćelije (slika 1). 
Slika 1. Histološka građa retine Vistar pacova, hematoksilin-eozin bojenje, x20 (Redfern i sar., 2011).
Neurovaskularnu jedinicu u retini  čine neuroni,  glijalne ćelije  i  krvni  sudovi
povezani  u  funkcionalnu  celinu  koja  koordiniše  metaboličke  zahteve,  sinaptičku
aktivnost, protok krvi i uklanjanje metaboličkog otpada unutar retine (Stem i Gardner,
2013).  Neurovaskularna  jedinica  omogućava  autoregulaciju,  odnosno prilagođavanje
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protoka krvi metaboličkoj aktivnosti ćelija (Gardner i Davila, 2017; Metea i Newman,
2007).
Tkivo retine spada u metabolički najaktivnija tkiva u našem organizmu i usled
toga je jako osetljivo na ishemiju (Frank, 2004; Kumari i sar., 2008). Osetljivost retine
na  smanjenje  protoka  krvi  i  ishemiju  dodatno  povećava  specifičnost  retinalne
vaskularizacije  koja  se  karakteriše  dvostrukom  nepreklapajućom  cirkulacijom  i
postojanjem terminalnih arterija (Stewart, 2010; Hildebrand i Fielder, 2011). Spoljašnja
trećina  retine  snabdeva  se  krvlju  iz  horiokapilara  lociranih  između  retine  i  sklere
(horoidalna  cirkulacija).  Horoidalna  cirkulacija  snabdeva  krvlju  avaskularni  sloj
fotoreceptora  i  retinalni  pigmentni  epitel  (Hildebrand  i  Fielder,  2011).  Preostali
unutrašnji  deo retine  snabdeva se  krvlju  iz  grana  centralne  retinalne  arterije  koja  u
retinu ulazi kroz optički disk (retinalna cirkulacija) i daje temporalne i nazalne grane
(Stewart,  2010).  Gornje  i  donje  temporalne grane  centralne retinalne arterije  i  vene
oivičavaju područje retine, bogato fotoreceptorima, koje se označava kao makula (Wu,
2010).  Retinalne  arterije  su  terminalne  i  putuju  prema periferiji  retine  unutar  sloja
nervnih  vlakana.  Arteriole  koje  iz  njih  nastaju  daju  dva  tipa  kapilarnih  sistema:
horizontalni,  koji  vaskularizuje  sloj  nervnih  vlakana,  i  duboki,  koji  u  zavisnosti  od
debljine retine,  formira između 1 i  4  horizontalna  kapilarna sistema u unutrašnjosti
retine (Hildebrand i Fielder, 2011). Krv se iz retine odvodi sistemom retinalnih venula
preko retinalnih vena sve do centralne retinalne vene koja napušta očnu jabučicu kroz
optički disk (Stewart, 2010; Hildebrand i Fielder, 2011).
Protok krvi kroz retinu regulisan je na nivou prekapilarne arteriole, sistemskim i
lokalnim  faktorima  (Hildebrand  i  Fielder,  2011).  Sem  efekata  sistemskih  faktora
(autonomna inervacija i hormoni – adrenalin, vazopresin, angiotenzin) retina je osetljiva
na dejstvo lokalnih faktora kao što su promene hidrostatskog pritiska ili metaboličke
promene u samom tkivu (Gardner i Davila, 2017; Hildebrand i Fielder, 2011; Newman,
2015). Horoidalna cirkulacija ima jaku simpatičku regulaciju i neosetljiva je na dejstvo
lokalnih  fakora.  Za  razliku  od  nje,  protok krvi  kroz  retinalnu  cirkulaciju  je  gotovo
isključivo kontrolisan lokalnim faktorima (autoregulacija), zbog nedostatka autonomne
inervacije (Hildebrand i Fielder, 2011) što je čini posebno osetljivom na metaboličke
promene u samom tkivu. Mlečna kiselina, ATP i azot-monoksid, poreklom iz glijalnih
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ćelija učestvuju u regulaciji protoka krvi kroz retinalnu cirkulaciju kao i u regulaciji
neuronalne aktivnosti (Newman, 2015). 
Retina  zahteva  specifičnu  mikrookolinu  za  svoje  normalno  funkcionisanje  i
usled toga je  zaštićena krvno-retinalnom barijerom koja ima spoljašnju i  unutrašnju
komponentu.  Spoljašnju  krvno-retinalnu  barijeru  gradi  pigmentni  epitel  retine,  dok
unutrašnju čini zid krvnih sudova retine, odnosno bazalna lamina i njemu pripadajuće
nefenestrirane  endotelne  ćelije,  periciti  i  glijalne  ćelije  (neurovaskularna  jedinica)
(Klaassen  i  sar.,  2013).  Ćelije  koje  učestvuju  u  izgradnji  barijere  su  međusobno
povezane tesnim spojevima i na taj način sprečavaju prenos jona, velikih molekula i
ćelija u retinu. Transport kroz krvno-retinalnu barijeru moguć je paracelularnom rutom
kroz otvorene tesne spojeve i transcelularnom rutom. Transcelularna ruta podrazumeva
transport  difuzijom  kroz  fosfolipidni  dvosloj  ćelijske  membrane,  posredstvom
specijalizovanih transportnih vezikula (kaveola) ili receptora (Klaassen i sar., 2013). U
fiziološkim uslovima, voda, mali nepolarni i polarni molekuli (O2, CO2) kao i lipofilni
molekuli  mogu  nesmetano  da  prolaze  kroz  krvno-retinalnu  barijeru  (Hildebrand  i
Fielder, 2011).
1.2. Dijabetesna retinopatija
1.2.1. Socio-ekonomski značaj dijabetesne retinopatije i faktori rizika 
za njen nastanak
Dijabetes  melitus  je  hronična  metabolička  bolest  koja  se  karakteriše
nedostatkom insulina ili izostankom odgovora na dejstvo insulina na nivou perifernih
tkiva. Ova bolest pogađa 451 milion ljudi širom sveta, pri čemu je procenjeno da je kod
oko polovine obolelih bolest nedijagnostikovana (Cho i sar., 2018). Očekuje se da broj
obolelih od dijabetesa melitusa do 2030. godine poraste za 69% u zemljama u razvoju i
za 20% u razvijenim zemljama (Shaw i sar., 2010) i da dostigne ukupan broj od 693
miliona obolelih do 2045. godine. 
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Najčešći tipovi dijabetesa melitusa su tip 1 i tip 2, dok mali broj obolelih razvija
forme kao što su adultni oblik dijabetesa melitusa mladih ili latentni autoimuni dijabetes
odraslih (American Diabetes Association, 2017). Tip 1 dijabetesa nastaje kao posledica
autoimune destrukcije  β-ćelija  pankreasa  koje  proizvode insulin,  dok tip  2 najčešće
nastaje  kao posledica insulinske rezistencije i  relativnog deficita insulina (American
Diabetes Association, 2017). Od ukupnog broja dijagnostikovanih slučajeva dijabetesa
melitusa, preko 90% čine oboleli od dijabetesa tip 2 (Bullard i sar., 2018; G. Xu i sar.,
2018).
Dijabetesna retinopatija je neurovaskularna komplikacija dijabetesa melitusa tip
1 i 2 i najčesći je uzrok slepila u populaciji starosti od 20 do 79 godina (Solomon i sar.,
2017).  Procenjeno  je  da  je  u  2010.  godini  oko  93  miliona  ljudi  širom  sveta  kao
komplikaciju dijabetesa melitusa razvilo dijabetesnu retinopatiju, dok  se kod čak 28
miliona  ljudi  razvio oblik  koji  ugrožava vid  (Yau i  sar.,  2012).  Ukupna prevalenca
dijabetesne  retinopatije  u  celom  svetu  je  34,6%,  dok  je  prevalenca  dijabetesne
retinopatije koja ugrozava vid 10,2% (Yau i sar., 2012). U periodu od 1990. do 2010.
registrovan je  dramatičan porast  broja  osoba sa slepilom (27%) ili  oštećenjem vida
(64%) nastalim kao posledica dijabetesne retinopatije, pri čemu je porast bio naročito
izražen u regionima sa značajnim starenjem populacije, kao što su Severna Amerika,
Australija i Evropa (Leasher i sar., 2016). Dijabetesna retinopatija značajno narušava
kvalitet  života  obolelih  (Radhakrishnan  i  sar.,  2018),  a  imajući  u  vidu  veličinu
pogođene populacije, predstavlja veliko socio-ekonomsko opterećenje.
Faktori rizika za nastanak i progresiju dijabetesne retinopatije su dužina trajanja
dijabetesa  melitusa,  hiperglikemija,  hiperlipidemija  i  nefropatija  (ACCORD  Study
Group and ACCORD Eye Group i sar., 2010; Diabetes Control and Complications Trial
(DCCT)/Epidemiology of Diabetes Interventions and Complications (EDIC) Research
Group i sar., 2015; Klein i sar., 1984; Matthews i sar., 2004; Solomon i sar., 2017). Ipak,
najznačajnijim faktorima koji doprinose nastanku i progresiji dijabetesne retinopatije se
smatraju dužina trajanja  dijabetesa melitusa i  hiperglikemija  (Solomon i  sar.,  2017).
Značaj  hiperglikemije  za  nastanak  i  razvoj  dijabetesne  retinopatije,  naglašen  je
činjenicom da za svaki procenat sniženja glikozilisanog hemoglobina, rizik za nastanak
dijabetesne retinopatije pada za 35% (American Diabetes Association, 2003).
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1.2.2. Klinička slika i klasifikacija dijabetesne retinopatije
Dijabetesna  retinopatija  je  neurovaskularna  komplikacija  dijabetesa  melitusa
koja se razvija postepeno i bez simptoma, ali vremenom dovodi do oštećenja i gubitka
vida. Kada se oštećenje vida javi može biti u formi plutajućih mrlja, zamućenja vida,
iskrivljene slike, oslabljenog vida u mraku ili progresivnog gubitka oštrine vida. 
Dijabetesna retinopatija u toku svoje progresije prolazi kroz neproliferativni i
proliferativni  stadijum  (tabela 1). Oštećenje  vida  može  da  nastane  u  sklopu
neproliferativnog  ili  proliferativnog  stadijuma  i  najčešće  se  javlja  kao  posledica
makularnog edema, krvarenja u staklastom telu ili ablacije retine (American Academy
of Ophtalmology Retina/Vitreous Panel, 2017; Stewart, 2010; Wu, 2010).
Tabela  1. Internacionalna  klinička  klasifikacija  dijabetesne  retinopatije  (American  Academy  of
Ophthalmology Retina/Vitreous Panel, 2017)







 mikroaneurizme i drugi znaci retinopatije, ali 




 intraretinalne hemoragije (≥20 u svakom 
kvadrantu)
 vensko krvarenje (u 2 kvadranta)





 preretinalne hemoragije/krvarenja u 
staklastom telu
Neproliferativna dijabetesna retinopatija predstavlja početni stadijum  bolesti i
prisutna je kod većine dijabetičara, bez kliničkih simptoma oštećenja vida. Oštećenja
malih  krvnih  sudova  udružena  sa  slabošću  kapilarnog  zida  dovode  do  pojave
mikroaneurizmi (slika 2), koje su ujedno prva klinički uočljiva lezija karakteristična za
dijabetesnu retinopatiju. Rupture zida krvnog suda i sa njima povezana krvarenja su
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česte  na  mestima  gde  su  prisutne  mikroaneurizme  (American  Academy  of
Ophthalmology Retina/Vitreous Panel, 2017). Ova krvarenja se prezentuju kao tačke ili
mrlje u retini (engl. dot-and-blot). „Dot-and-blot“ hemoragije nalaze se u unutrašnjem
nuklearnom sloju retine, ali se mogu širiti i u spoljašnji pleksiformni sloj. Plamičaste
(engl. flame-shaped) hemoragije su krvarenja koja nastaju u površnijem sloju nervnih
vlakana u retini.  Masivne hemoragije  mogu da konfluiraju i  da zahvate sve slojeve
retine, čak i da se šire u subretinalni prostor i staklasto telo (American Academy of
Ophthalmology Retina/Vitreous Panel, 2017; Wu, 2010).
Narušena kapilarna funkcija manifestuje se i povećanom propustljivošću krvno-
retinalne barijere, što izaziva izlazak tečnosti iz krvnih sudova, retinalni ili makularni
edem i nakupljanje čvrstog eksudata (slika 2). Makularni edem predstavlja nakupljanje
tečnosti  u  spoljašnjem  pleksiformnom  sloju  retine,  ispod  makule,  što  dovodi  do
narušavanja  njene  funkcije  i  oštećenja  centralnog  vida  (American  Academy  of
Ophthalmology  Retina/Vitreous  Panel,  2017).  Makularni  edem je  ujedno  i  najčešći
razlog  oštećenja  vida  u  dijabetesnoj  retinopatiji.  Nakon  resorpcije  tečnosti,  u  retini
zaostaju depoziti lipida i proteina koji  podsećaju na vosak i nazivaju se čvrsti eksudat
(American  Academy  of  Ophthalmology  Retina/Vitreous  Panel,  2017;  Wu,  2010).
Postojanje  čvrstog  eksudata  može  da  dovede  do  mikrocistične  degeneracije  usled
fizičkog pritiska na neurone u retini (Wu, 2010).
Sa  daljim  napredovanjem  dijabetesne  retinopatije  javljaju  se  promene  u
morfologiji krvnih sudova kao što su venska dilatacija i venske brojanice (engl. venous
beading), intraretinalne vaskularne abnormalnosti kao i opstrukcije malih krvnih sudova
koje  dovode  do poremećaja  protoka  krvi  i  ishemije,  što  je  preduslov  za  progresiju
bolesti  ka  proliferativnom  stadijumu  (American  Academy  of  Ophthalmology
Retina/Vitreous  Panel,  2017).  Venske  brojanice  predstavljaju  kliničku  manifestaciju
dilatacije  venula  i  vrećastih  mikroaneurizmi  na  istom segmentu  krvnog  suda  (Wu,
2010).  Intraretinalne  vaskularne  abnormalnosti  (engl.  Intraretinal  Microvascular
Abnormalities,  IRMA)  predstavljaju  arteriolarno-venularne  šantove  izgrađene  od
dilatiranih acelularnih kapilara, koji dovode do smanjenja protoka krvi kroz kapilarno
korito (Wu, 2010). Mikroinfarkcije nastale zbog okluzije prekapilarnih arteriola u sloju
nervnih vlakana nazivaju se meki eksudat (slika 2) ili „cotton- wool“ plaže (American
Academy of Ophthalmology Retina/Vitreous Panel, 2017). Neproliferativna dijabetesna
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retinopatija se deli na blagu, umerenu i tešku, u zavisnosti od vrste i broja morfoloških
promena prisutnih u retini (tablela 1).
Slika 2. Klinička slika dijabetesne retinopatije (Eyeops, 2019). 
Proliferativna  dijabetesna retinopatija je uznapredovali stadijum bolesti koji se
karakteriše  neoangiogenezom  koja nastaje  kao  odgovor  na  hipoksiju  (American
Academy of Ophthalmology Retina/Vitreous Panel, 2017). Novi krvni sudovi najčešće
izrastaju  iz  retinalnih  venula  lociranih  na  obodima polja  bez  perfuzije  (Wu,  2010).
Novostvoreni krvni sudovi su fragilni i vrlo često rastu i van retine, urastajući u okolne
strukture,  najčešće  u  staklasto  telo.  Kako  se  sa  starenjem  menja  sadržaj  vode  u
staklastom telu, dolazi do njegovog smanjenja, što dovodi do kidanja krvnih sudova,
krvarenja  u  staklastom  telu  i  naglog  gubitka  vida.  Neovaskularizacija  (slika  2)  je
udružna  sa  proliferacijom  fibroznog  tkiva  koja  dovodi  do  nastanka  ožiljaka  koji
izazivaju trakciju i odlubljivanje (ablaciju) retine ili dela retine što rezultuje slepilom
(American  Academy  of  Ophthalmology  Retina/Vitreous  Panel,  2017;  Wu,  2010).
Ponekad neovaskularizacija može da zahvati i dužicu i da se proširi do ugla prednje
očne komore, gde izaziva opstrukciju oticanja očne vodice i akutni glaukom (American
Academy of Ophthalmology Retina/Vitreous Panel, 2017).
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1.3. Patogeneza dijabetsne retinopatije
1.3.1. Strukturne i funkcionalne promene neurovaskularne jedinice i 
krvno-retinalne barijere u dijabetesnoj retinopatiji
Pre  nego  što  se  javi  oštećenje  ili  nagli  gubitak  vida,  u  retini  obolelih  od
dijabetesa melitusa dolazi do disfunkcije krvno-retinalne barijere, promena u protoku
krvi kroz retinu i neuronalne i glijalne disfunkcije. U dijabetesu melitusu zapravo dolazi
do suptilnih promena u komunikaciji  između neurona, glijalnih ćelija i ćelija krvnih
sudova (Gardner i Davila, 2017), što dovodi do dezintegracije neurovaskularne jedinice,
pa prema tome,  po mišljenju nekih autora,  dijabetesna retinopatija  predstavlja  oblik
senzorne  neuropatije  ili  neurovaskularne  degeneracije,  pre  nego  mikrovaskularnu
komplikaciju dijabetesa melitusa (Antonetti i sar., 2012; Stem i Gardner, 2013).
U dijabetesu može doći do oštećenja samo unutrašnje ili samo spoljašnje, ali i
obe  krvno-retinalne  barijere  (Klaassen  i  sar.,  2013;  Xu  i  Le,  2011).  Povećanje
propustljivosti  krvno-retinalne  barijere  nastaje  usled  povećanja  paracelularnog  i
transcelularnog  transporta,  zbog  narušavanja  građe  i  funkcije  tesnih  veza  između
endotelnih ćelija sa jedne strane i kvalitativnih i kvantitativnih promena endotelijalnog
kaveolarnog transporta sa druge strane (Klaassen i sar., 2013; Wisniewska-Kruk i sar.,
2014).  Iako  oba  mehanizma omogućavaju  nekontrolisani  transport  tečnosti  i  u  njoj
rastvorenih materija  u retinu,  aktivni  transcelularni  transport  proteina krvne plazme,
prema Starlingovom zakonu, dovodi do povećanja osmotskog pritiska u intersticijumu i
predstavlja najznačajniji faktor za nastanak makularnog edema (Klaassen i sar., 2013).
U osnovi disfunkcije krvno-retinalne barijere u dijabetesu leže hiperglikemija,
hipoksija,  oksidativni  stres  i  inflamacija  (Klaassen  i  sar.,  2013).  Leukostaza,  tj.
adheriranje  leukocita  na  zid  kapilara  retine,  dodatno  narušava  endotelnu  funkciju  i
posreduje u oštećenju krvno-retinalne barijere. Smatra se da leukociti doprinose razvoju
dijabetesne retinopatije sekrecijom citokina, stvaranjem slobodnih radikala ili fizičkom
okluzijom retinalnih krvnih sudova koja dovodi do ishemije (Tang i Kern, 2011).
Kapilarna  degeneracija  koja  se  viđa  u  dijabetesnoj  retinopatiji  karakteriše  se
gubitkom pericita i endotelnih ćelija pri čemu se kapilari prezentuju kao prazne cevi
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(acelularni kapilari) na kojima se javljaju proširenja, mikroaneurizme. Odnos između
broja  endotelnih  ćelija  i  broja  pericita  u  kapilarima  retine,  koji  je  normalno 1:1,  u
dijabetesnoj retinopatiji je izmenjen i iznosi 4:1 (Klaassen i sar., 2013; Wu, 2010). U
toku  progresije  bolesti  dolazi  do  zadebljanja  bazalne  membrane  kapilara,  što
kompromituje protok krvi kroz retinu (Gardiner i sar., 2007). Smatra se da zadebljanje
bazalne membrane nastaje  kao posledica povećane sinteze proteina koji  učestvuju u
izgradnji  membrane  ili  smanjene  degradacije  istih  od  strane  proteolitičkih  enzima
(Kowluru i Chan, 2007).
U pokušaju da poprave narušenu funkciju krvno-retinalne barijere,  endotelne
ćelije proliferišu na unutrašnjoj strani bazalne membrane izazivajući okluziju krvnih
sudova  i  ishemiju.  Ishemija  predstavlja  stimulus  za  lučenje  VEGF-a koji  stimuliše
neoangiogenezu (Kowluru i Chan, 2007). Pod dejstvom ovog faktora rasta stvaraju se
novi  kapilari  koji  rastu  sa  retinalnih  vena  prema  unutrašnjosti  oka,  što  narušava
normalne strukturne odnose u oku i predstavlja korak ka potpunom gubitku vida, usled
krvarenja u staklastom telu ili usled ablacije retine.
Kao  posledica  narušavanja  funkcije  neurovaskularne  jedinice,  u  dijabetesu
melitusu  dolazi  do  oštećenja  mehanizma  autoregulacije  protoka  krvi  kroz  retinu
(Gardner  i  Davila,  2017),  pri  čemu  je  narušen  normalni  vazokonstriktorni  i
vazodilatatorni odgovor na lokalne stimuluse (Lott i sar., 2012; Pemp i sar., 2009). Kao
posledica narušavanja mehanizma autoregulacije, krvni sudovi postaju dilatirani i na
njima  se  javljaju  mikroaneurizme  (Klaassen  i  sar.,  2013).  Ponovno  uspostavljanje
normalnih mehanizama autoregulacije protoka krvi kroz retinu postiže se inhibicijom
enzima  inducibilne  azot-monoksid  sintaze  (iNOS),  što  ukazuje  na  značaj  povećane
aktivnosti ovog enzima za patogenezu dijabetesne retinopatije (Newman, 2015).
Iako se dijabetesna retinopatija tradicionalno posmatra kao bolest krvnih sudova
retine, patološki proces zahvata i glijalne ćelije i preko njih se reflektuje na funkcije
neurona, ganglijskih, amakrinih ćelija, pa čak i fotoreceptora (Gastinger i sar., 2006).
Savremena  shvatanja  dijabetesne  retinopatije  prepoznaju  i  neuronalnu  i  glijalnu
disfunkciju i degeneraciju kao bitne karakteristike dijabetesne retinopatije (Gardner i
Davila,  2017;  Stem i  Gardner,  2013).  Disfunkcija  neurona  u  ranoj  fazi  dijabetesne
retinopatije se ogleda u poremećenoj glutaminergičkoj i dopaminergičkoj transmisiji i
smanjenoj ekspresiji sinaptičkih proteina, dok glijalne ćelije imaju smanjen kapacitet za
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interkonverziju  glutamata  i  glutamina,  smanjenu  ekspresiju  glutamat-aspartat
transportera, i izmenjenu regulaciju kalcijumskih kanala (Gardner i Davila, 2017). U
toku progresije bolesti, dolazi do gubitka neurona, usled ćelijske smrti (Stem i Gardner,
2013).
1.3.2. Molekularni mehanizmi uključeni u patogenezu dijabetesne 
retinopatije
Molekularni  mehanizmi  kojima  hiperglikemija  izaziva  nastanak  i  progresiju
dijabetesne retinopatije  nisu tačno utvrđeni.  Smatra se,  ipak,  da su u osnovi bolesti
metabolička  disfunkcija  izazvana  hiperglikemijom,  oksidativni  stres,  inflamacija  i
apoptoza u retini.
1.3.2.1. Biohemijski poremećaji uzrokovani hiperglikemijom u dijabetesnoj 
retinopatiji
Brojnim  epidemiološkim  i  kliničkim  studijama  utvrđen  je  značaj  hronične
hiperglikemije za razvoj i progresiju dijabetesne retinopatije (ACCORD Study Group
and  ACCORD  Eye  Group  i  sar.,  2010;  Diabetes  Control  and  Complications  Trial
(DCCT)/Epidemiology of Diabetes Interventions and Complications (EDIC) Research
Group i sar., 2015; Klein i sar., 1984; Matthews i sar., 2004; Stratton i sar., 2001). Iako
je  izvesno  da  upravo  ona  leži  u  osnovi  metaboličkih  poremećaja  uključenih  u
patogenezu dijabetesne retinopatije, tačan mehanizam kojim hiperglikemija dovodi do
nastanka i razvoja ove neurovaskularne komplikacije dijabetesa nije utvrđen. 
Identifikovana su četiri metabolička puta kojima hiperglikemija može doprineti
nastanku  dijabetesne  retinopatije.  Ovde  spadaju:  put  poliola,  neenzimska  glikacija
proteina, aktivacija protein kinaze C (PKC) i biosinteza heksozamina (Brownlee, 2005).
Zajednički imenitelj ovih metaboličkih puteva je povećana produkcija superoksidnog
anjona  od  strane  elektron  transportnog  lanca  mitohondrija  (slika  3)  koja  nastaje  u
uslovima hiperglikemije i dovodi do narušavanja ravnoteže između antioksidativnih i
prooksidativnih sistema ćelije i stanja koje se naziva oksidativni stres (Brownlee, 2001,
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2005; Giugliano i sar.,  1996). Povećana koncentracija superoksidnog anjona inhibira
enzim  glicerinaldehid  3-fosfat  dehidrogenazu  (EC  1.2.1.12)  i  usmerava  prekursore
glicerinaldehid 3-fosfata u navedene metaboličke puteve (Brownlee, 2005).
Slika 3.  Mehanizam stvaranja superoksidnog anjona na unutrašnjoj membrani mitohondrija u uslovima
hiperglikemije (Stewart, 2010).
Put poliola omogućava metabolisanje viška glukoze u hiperglikemiji jer enzim
aldoza reduktaza (EC 1.1.1.21) ima mali afinitet za glukozu (slika 4). Ovaj biohemijski
proces  podrazumeva  konverziju  glukoze  u  sorbitol  pod  dejstvom  enzima  aldoza
reduktaze uz trošenje NADPH, da bi  se  zatim sorbitol  konvertovao u fruktozu pod
dejstvom  sorbitol  dehidrogenaze  uz  stvaranje  NADH.  Pošto  je  ćelijska  membrana
nepropustljiva za sorbitol, on ostaje zarobljen u ćeliji i dovodi do osmotskog oštećenja
ćelija.  Stvaranje sorbitola  dovodi  do potrošnje NADPH koji  je  koenzim i  za enzim
glutation reduktazu (EC 1.6.4.2) i na taj način smanjujući nivo redukovanog glutationa
smanjuje  i  ukupni  kapacitet  antioksidativne  zaštite.  Proizvod  fosforilacije  fruktoze,
fruktoza  3-fosfat  i  njegov  degradacioni  produkt  3-deoksiglukozon  su  agensi  koji
izazivaju glikaciju i dovode do stvaranja produkata uznapredovale glikacije (Stewart,
2010; Brownlee, 2005; Dehdashtian i sar., 2018).
Krajnji proizvodi glikacije (AGE, engl. Аdvanced dvanced  Glycation  End  Products) su
heterogena grupa molekula koja nastaje u neenzimskoj reakciji redukujućih šećera sa
slobodnim  aminogrupama  proteina,  lipida  i  nukleinskih  kiselina.  Metilglioksal  koji
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nastaje  iz  glicerinaldehid 3-fosfata  predstavlja  osnovni  intracelularni  prekursor  AGE
(slika 4).  Molekularni  rearanžmani  i  unakrsno povezivanje u molekulima proteina i
lipida dovode do promene strukture i  funkcije  molekula koji  grade ćelijski  matriks,
bazalnu  membranu  i  zid  krvnog suda.  Molekuli AGE se  vezuju  za  svoje  receptore
(RAGE, engl. Receptor For Advanced Glycation Endproducts) i na taj način ostvaruju
prooksidativne i proinflamatorne efekte (Stewart, 2010; Brownlee, 2005). Ovi molekuli
su medijatori svih mikrovaskularnih komplikacija dijabetesa melitusa i povišeni su u
serumu i retini dijabetičara, pri čemu njihov nivo korelira sa stadijumom retinopatije
(Zong  i  sar.,  2011).  Proizvodi  uznapredovale  oksidacije  proteina  (engl.  Advanced
Oxidation  Protein  Products,  AOPP)  su  strukturno  slični  AGE  i  ispoljavaju  slične
biološke efekte. Koncentracija AOPP je povišena u serumu obolelih od dijabetesa tip 1 i
2 (Kalousová i sar., 2002).
Protein kinaza C (PKC, EC 2.7.11.13) je serin/treonin kinaza koja igra ključnu
ulogu  u  regulaciji  brojnih  ćelijskih  funkcija  i  uključuje  se  u  kompleksne  puteve
unutarćelijske signalizacije. Aktivira se porastom koncentracije diacilglicerola (DAG) i
jona kalcijuma (Ca2+) (Wilson i sar., 2015), ili alternativno, povećanjem koncentracije
superoksida ili vodonik-peroksida (Geraldes i King, 2011). Hiperglikemija uslovljava
intenziviranje  procesa  glikolize  i  povećano  stvaranja  intermedijera  dihidroksiaceton
fosfata,  što  za  posledicu  ima  i  povećano  stvaranje  DAG (Geraldes  i  King,  2011)  i
aktivaciju PKC (slika 4), što je verifikovano i kliničkim i eksperimentalnim studijama
(Tarr  i  sar.,  2013).  Aktivacija  izoformi  PKC-α,  PKC-β1/2  i  PKC-δ  se  smatra
odgovornom  za  nastanak  mikrovaskularnih  komplikacija  dijabetesa  melitusa,  među
kojima je i dijabetesna retinopatija (Geraldes i King, 2011). Inhibicija PKC-β1/2 ima
povoljne efekte na razvoj i progresiju dijabetesne retinopatije (Aiello i sar., 2006; Aiello
i sar., 2011). Aktivacija PKC-β povezuje se prvenstveno sa promenama u retinalnom
protoku,  propustljivosti  krvnih  sudova,  zatim  endotelnom  disfunkcijom  i
angiogenezom.  Aktivacija  PKC-δ  dovodi  do  stvaranja  reaktivnih  vrsta  kiseonika i
aktivacije  mitogenom  aktivirane  protein  kinaze  (MAPK)  što  za  posledicu  ima
apoptozom posredovan gubitak pericita, stvaranje acelularnih kapilara i mikroaneurizmi
(Geraldes i sar., 2009).
Put  biosinteze  heksozamina  omogućava  stvaranje  aminošećera  za  reakcije
glikozilacije molekula kao što su proteini i lipidi. Fruktoza 6-fosfat  (slika 4) se pod
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dejstvom glutamin : fruktoza 6-fosfat amidotransferaze (GFAT, EC 2.6.1.16) konvertuje
u glukozamin 6-fosfat (Brownlee, 2005).  Acetilacijom, izomerizacijom i aktivacijom
nastaje krajnji proizvod reakcije, UDP N-acetil glukozamin (UDP-GlcNAc) koji pod
dejstvom enzima  O-GlcNAc  transferaze  (EC  2.4.1.255)  glikozidnom vezom vezuje
serin i treonin u molekulima citoplazmatskih i nuklearnih proteina i na taj način reguliše
njihovu funkciju kroz proces posttranslacione modifikacije (Yang i sar., 2008).
Slika  4. Mehanizam kojim hiperglikemija  dovodi do biohemijskih poremećaja koji  prethode nastanku
dijabetesne retinopatije (Stewart, 2010).
1.3.2.2. Oksidativni stres u dijabetesnoj retinopatiji
Oksidativni  stres  se  definiše  kao  stanje  u  kome  postoji  disbalans  između
stvaranja reaktivnih vrsta kiseonika i/ili azota i sposobnosti antioksidativnih zaštitnih
sistema da izvrše njihovu neutralizaciju i uklanjanje. Ovo stanje dovodi do oštećenja
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molekula  koji  učestvuju  u  izgradnji  ćelije  uključujući  proteine,  lipide  i  nukleinske
kiseline.
Reaktivne  vrste  kiseonika  (RVK)  su  molekuli  koji  sadrže  kiseonik  i  imaju
nesparene  elektrone,  usled  čega  su  nestabilni  i  veoma  reaktivni.  U  RVK spadaju
vodonik-peroksid (H2O2), superoksidni anjon radikal (O2•–), hidroksilni radikal (OH•) i
singletni kiseonik (1O2) (slika 5).
Superoksid  nastaje  jednoelektronskom  redukcijom  molekulskog  kiseonika  u
procesu  oksidativne  fosforilacije  u  mitohondrijama.  Ćelije  imunog  sistema,  pomoću
membranskog enzima NAD(P)H oksidaze i citohroma P450 generišu značajne količine
superoksida. Ovaj molekul je prekursor ostalih RVK molekula i peroksinitritnog anjona
(slika 5). U reakciji superoksida sa vodonik-peroksidom u prisustvu Fe3+  jona stvara se
hidroksilni  radikal  (Haber-Weiss-ova  reakcija).  U  fiziološkim  uslovima  superoksid
uklanja  enzim superoksid  dizmutaza  (SOD,  EC  1.15.1.1.)  i  prevodi  ga  u  vodonik-
peroksid (Kowluru, 2003).
Vodonik-peroksid  u  prisustvu  Fe2+  jona,  parcijalnom  redukcijom  gradi
hidroksilni radikal (Fentonova reakcija). Katalaza (CAT, EC 1.11.1.6) razlaže vodonik-
peroksid u fiziološkim uslovima na vodu i molekulski kiseonik. Glutation peroksidaza
(GPx,  EC  1.11.1.9)  takođe  ima  sposobnost  detoksikacije  vodonik-peroksida,  ali  i
hidroperoksida masnih kiselina u prisustvu redukovanog glutationa (GSH). 
Singletni  kiseonik  nastaje  iz  molekulskog  kiseonika  u  prisustvu  svetlosti  i
fotosenzitizera (Kowluru, 2003). 
U  reaktivne  vrste  azota  (RVA)  spadaju  azot-monoksid  (NO) radikal,  azot
dioksid (NO2) radikal i peroksinitrit (ONOO–).
Azot-monoksid nastaje  iz  L-arginina katalitičkom akcijom jedne od izoformi
enzima  azot-monoksid  sintaze  (neuronalna  nNOS;  endotelijalna  eNOS;  inducibilna
iNOS) u prisustvu kiseonika i NADPH (Kowluru, 2003). U fiziološkim uslovima NO
proizvode  enzimi  nNOS i  eNOS i  njegovi  efekti  su  održavanje  normalne  okularne
hemodinamike i neuroprotekcija (Das, 2017). Veće koncentracije NO stvaraju se pod
dejstvom iNOS i povezuju se sa nastankom mnogih oboljenja oka, kao i dijabetesne
retinopatije (Zheng i Kern, 2009).
Peroksinitritni  anjon   nastaje  u  reakciji  superoksida  i  NO.  Protonovanjem
peroksinitrita nastaje nestabilna peroksinitritna kiselina, koja se razlaže na hidroksilni i
29
azot-dioksid  radikal.  Peroksinitrit  je  moćan  oksidant  koji  reaguje  sa  membranskim
lipidima  (lipidna  peroksidacija),  proteinima  (oksidacija  i  nitrovanje  tirozina)  i
nukleinskim kiselinama (prekidi DNK) izazivajući njihova oštećenja (Kowluru, 2003). 
Sem enzima antioksidativne zaštite, koji omogućavaju neutralizaciju SOD, CAT
i GPx za antioksidativnu zaštitu značajni su biomolekuli kao sto je glutation, proteini
koji vezuju gvožđe i neenzimski antioksidansi.
Slika 5. Oksidativni stres, mehanizam stvaranja RVK/RVA i mehanizmi antioksidativne zaštite.
Retina je posebno podložna okidativnom stresu zbog, relativno visokog sadržaja
polinezasićenih masnih kiselina u odnosu na ostala tkiva, visokih zahteva za energijom i
izloženosti UV zračenju (Kumari i sar., 2008). Oksidativni stres u retini ne utiče samo
na  nastanak  i  razvoj  dijabetesne  retinopatije,  već  izaziva  i  fenomen  metaboličkog
pamćenja,  koji  sprečava  regresiju  dijabetesne  retinopatije  nakon  normalizovanja
glikemije (Kowluru, 2017, 2003; Mishra i Kowluru, 2016). Koncentracija superoksida
(Du i sar., 2003) i vodonik-peroksida (Ellis i sar., 2000) je povišena u retini dijabetičnih
pacova,  kao  i  u  kulturi  ćelija  retine  u  uslovima  hiperglikemije  (Du  i  sar.,  2003).
Koncentracija peroksinitritnog anjona je takođe povišena u retini dijabetičnih pacova
(Zheng i Kern, 2009). Sem povećane produkcije RVK, oksidativni stres u dijabetesu je
dodatno  potenciran  smanjenim  kapacitetom  antioksidativnih  enzimskih  sitema,
30
smanjenom koncentracijom glutationa  i  neenzimskih  antioksidanasa  (Haskins  i  sar.,
2003; Kowluru i Chan, 2007).
Retina je posebno podložna procesu lipidne peroksidacije zbog visokog sadržaja
polinezasićenih masnih kiselina (Tarr i sar., 2013). Tiobarbiturat reagujuće supstance
(TBARS) predstavljaju krajnje proizvode lipidne peroksidacije identfikovane u reakciji
sa  tiobarbiturnom  kiselinom,  pri  čemu  je  malondialdehid  (MDA)  jedan  od
najzastupljenijih finalnih proizvoda peroksidacije polinezasićenih masnih kiselina. 
Vrednosti parametara koji ukazuju na intenzitet lipidne peroksidacije (TBARS,
MDA),  oksidativno  oštećenje  proteina  (AOPP)  i  nukleinskih  kiselina  (8-hidroksi-
dezoksiguanozin, 8-OHdG) su povišene u retini u dijabetesu (Kowluru i Chan, 2007;
Kowluru,  2001;  Özdemir  i  sar.,  2014;  Salido  i  sar.,  2012).  Povišene  koncentracije
biomarkera oksidativnog stresa u krvi, i to TBARS, MDA, AOPP, karbonilnih grupa, 8-
OhdG, takođe su udružene sa povećanim rizikom za razvoj dijabetesne retinopatije (Al-
Shabrawey i Smith, 2010). 
Oštećenja  makromolekula  i  ćelijskih  struktura  nastala  kao  posledica
oksidativnog stresa u retini dovode do inflamacije i ćelijske smrti.
1.3.2.3. Inflamacija i neoangiogeneza u dijabetesnoj retinopatiji
Inflamacija je odbrambena reakcija posredovana imunim sistemom na prisustvo
mikroorganizama  ili  stranih  antigena,  koja  na  molekularnom  i  celularnom  nivou,
uključuje  aktivaciju  leukocita  i  brojnih  molekularnih  medijatora  inflamacije
(Dehdashtian  i  sar.,  2018). Akutna  inflamacija  ostvaruje  povoljne  efekte  na  tkiva  i
rezultuje  reparacijom, dok hronična inflamacija  dovodi do oštećenja tkiva i  ćelijske
smrti (Hotamisligil, 2006). 
Hiperglikemija,  oksidativni  stres  i  sa  njim  udruženi  metabolički  poremećaji
doprinose nastanku inflamacije u dijabetesnoj retinopatiji,  pri  čemu ovaj proces ima
hroničan tok (Tang i Kern, 2011; Tarr i sar., 2013). Oštećenja makromolekula i ćelijskih
struktura nastala pod dejstvom RVK i/ili  RVA, čije je stvaranje povećano u uslovima
hiperglikemije, predstavljaju okidač inflamatornog odgovora u retini (Kowluru i Chan,
2007).  Nakon iniciranja  imunog  odgovora  oksidativnim oštećenjem u  retini,  proces
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dalje progredira pod dejstvom proinflamatornih citokina, adhezionih molekula, faktora
rasta i NO-produkujućih enzima (Kaul i sar., 2010; Roy i sar., 2017; Tarr i sar., 2013).
Subklinička  inflamacija,  koja  se  karakteriše  promenama  u  cirkulišućim  i
lokalnim  koncentracijama  proinflamatornih  molekula,  je  bitna  karakteristika
mikrovaskularnih  komplikacija  dijabetesa  (Kaul  i  sar.,  2010).  Povećana  ekspresija
proinflamatornih  proteina  je  regulisana  povećanom  aktivacijom  proinflamatornih
faktora transkripcije kakav je nuklearni faktor kapa B (NF-κB). (Tang i Kern, 2011).B). (Tang i Kern, 2011).
Leukostaza značajno doprinosi mikrovaskularnom oštećenju u retini. Leukociti
adheriraju  na  zid  krvnih  sudova  nakon  vezivanja  za  vaskularni  (VCAM-1)  ili
interćelijski adhezioni molekul 1 (ICAM-1) na površini endotelnih ćelija (Tarr i sar.,
2013).  Pored  fizičke  okluzije  kapilara,  leukociti  oslobađaju  citokine,  faktore  rasta  i
stvaraju  RVK  na  taj  način  doprinoseći kapilarnoj  degeneraciji  i  povećanju
propustljivosti  krvno-retinalne  barijere  (Patel,  2009;  Tarr  i  sar.,  2013).  Oštećenje
retinalnih krvnih sudova i strukture tesnih spojeva, koje za posledicu ima narušavanje
integriteta  krvno-retinalne  barijere,  smatra  se  ključnim  za  nastanak  dijabetesne
retinopatije (Dehdashtian i sar., 2018; Klaassen i sar., 2013). 
Lokalna  inflamatorna  reakcija  u  dijabetesnoj  retinopatiji,  koja  podrazumeva
aktivaciju  glijalnih  ćelja,  tkivnih  makrofaga  i  leukocita,  udružena  je  sa  povećanim
stvaranjem  RVK,  proinflamatornih  citokina,  matriks  metaloproteinaza,  adhezionih
molekula i NO, koji zajedničkom akcijom doprinose oštećenju krvno-retinalne barijere,
gubitku retinalnih neurona i oštećenju vida (Altmann i Schmidt, 2018; Tarr i sar., 2013).
Faktor nekroze tumora-α (TNF-α) je proinflamatorni citokin koji se proizvodi
aktiviranim makrofagima,  leukocitima  i  neuronima.  U retini  se  stvara  u  Milerovim
glijalnim  ćelijama  i  ganglijskim  ćelijama  (Tarr  i  sar.,  2013).  Ovaj  proinflamatorni
citokin izaziva  tkivnu  inflamaciju  posredstvom  efekta  na  proizvodnju  RVK  ili
aktivacijom signalnih puteva u ćelijama, pre svega posredstvom c - Jun N - terminalne
kinaze (JNK) i  NF-κB). (Tang i Kern, 2011).B  (Akash  i  sar.,  2018).  Ovaj  molekul  može  da  prouzrokuje
endotelnu  disfunkciju,  delujući  na  produkciju  RVK u  neutrofilima  i  smanjenjem
koncentracije  NO u endotelu krvnih sudova (Das, 2017). U endotelu TNF-α stimuliše
sintezu  adhezionih  molekula,  čime  doprinosi  nastanku  leukostaze  (Thichanpiang  i
Wongprasert,  2015).  Posredstvom  efekta  na  PKC  ζ /  NF-κB). (Tang i Kern, 2011).B,  TNF-α  povećava
propustljivost krvno-retinalne barijere (Aveleira i sar., 2010). Smatra se da TNF-α može
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biti sistemski faktor koji doprinosi nastanku dijabetesne retinopatije, jer se oslobađa iz
makrofaga  masnog  tkiva  u  dijabetesu  melitusu  i  gojaznosti,  dovodeći  do  sistemske
inflamacije  (Fasshauer  i  Paschke,  2003;  Stem i  Gardner,  2013).  Ovaj  molekul igra
ključnu ulogu u nastanku leukostaze u retini i narušavanju integriteta krvno-retinalne
barijere (Aveleira i sar., 2010; Huang i sar., 2011), samim tim i u razvoju dijabetesne
retinopatije.  Efekti  TNF-α  posredovani  su  preko  dva  tipa  membranskih  receptora,
TNFR1 i TNFR2.
Vaskularni  endotelni  faktor  rasta  (VEGF)  je  proinflamatorni  citokin  koji  se
poroizvodi  u  Milerovim  glijalnim  ćelijama  retine,  retinalnom  pigmentnom  epitelu,
ganglijskim ćeljama, pericitima i endotelnim ćelijama kao odgovor na hipoksiju (Tarr i
sar.,  2013).  Pored  hipoksije,  hiperglikemija  i  oksidativni  stres  izazivaju  povećanu
sintezu VEGF-a (Marazita i sar., 2016; Sone i sar., 1996). Efekti VEGF-a na endotelne
ćelije su posredovani membranskim receptorima koji imaju tirozin kinaznu aktivnost.
Hipoksija stimuliše sintezu VEGF-a posredstvom DNK vezujućeg proteina, hipoksija
inducibilnog  faktora  1  (HIF1)  (Zhang  i  sar.,  2018),  a  njegovi  efekti  su  povećanje
propustljivosti  krvno-retinalne  barijere  (Klaassen  i  sar.,  2013;  Tarr  i  sar.,  2013),
vaskulogeneza  i  angiogeneza  (Gupta  i  sar.,  2013).  Novi  krvni  sudovi  nastaju
proliferacijom i migracijom endotelnih ćelija, koja je omogućena degradacijom bazalne
membrane i ekstracelularnog matriksa od strane matriks metaloproteinaza (Gupta i sar.,
2013). Matriks metaloproteinaza 9 (MMP-9) povećava bioraspoloživost VEGF-a, čime
potencira njegovo dejstvo (Di i sar., 2016; Ebrahem i sar., 2010).
1.3.2.4. Ćelijska smrt u dijabetesnoj retinopatiji
Ćelijska  smrt  se  smatra  značajnom  za  nastanak  tipičnih  morfoloških
karakteristika dijabetesne retinopatije poput mikroaneurizmi i acelularnih kapilara, kao i
narušavanja  barijerne  funkcije  krvno-retinalne  barijere  (Feenstra  i  sar.,  2013).
Mehanizmi  ćelijske  smrti  koji  se  smatraju  značajnim  za  patogenezu  dijabetesne
retinopatije su apoptoza i piroptoza (Crooke i sar., 2017).
Apopotoza je do danas najviše izučavan vid ćelijske smrti i može biti pokrenuta
spoljašnjim ili  unutrašnjim putem koji  se međusobno razlikuju u načinu aktivacije i
inicijatornim kaspazama. Za oba puta je zajedničko aktiviranje izvršnih kaspaza, među
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kojima je  i  kaspaza-3  koja  posredstvom biohemijskih  promena u ćeliji  posreduje  u
nastanku ćelijske smrti. 
Spoljašnji put apoptoze započinje vezivanjem signala smrti (FAS ligand, TNF-α,
TRAIL ligand) za receptore smrti, nakon čega se formira signalni kompleks smrti (engl.
death-inducing signaling complex- DISC), koji pokreće aktivacuju kaspaza i apoptozu
(Galluzzi  i  sar.,  2012).  Unutrašnji  put  apoptoze  započinju  različiti  vidovi  oštećenja
ćelije,  ćelijskih  organela  i  unutarćelijskih  makromolekula,  do  kojih  između  ostalog
može dovesti i  oksidativni stres (Feenstra i sar.,  2013). Bez obzira na put aktivacije
apoptoze, proces podrazumeva nastanak pora na membrani mitohondrija, pod dejstvom
Bax/Bak proteina i izlazak citohroma c, apoptoza indukujućeg faktora i endonukleaze G
u citozol, što rezultuje stvaranjem apoptozoma i aktivacijom kaspaza-9 i -3 (Galluzzi i
sar.,  2012;  Kroemer  i  sar.,  2007).  Kaspaza-3,  pritom,  učestvuje  u  kondenzaciji
hromatina i fragmentaciji DNK što je tipična karakteristika apoptoze (Galluzzi i sar.,
2012).  Apoptoza  indukujući  faktor  i  endonukleaza  G  mogu  dodatno  posredovati  u
nastanku apoptoze kaspaza nezavisnim mehanizmom (Feenstra i sar., 2013; Galluzzi i
sar., 2012).
Piroptoza  je  ćelijska  smrt  posredovana  inflamacijom i  zavisna  od  aktivacije
kaspaze-1  i  inflamazoma  NLRP3  (engl.  NLR  family,  pyrin  domain  containing  3)
(Feenstra i sar., 2013). Kaspaza-1 aktivira se posredstvom multiproteinskog kompleksa
inflamazoma  NLRP3,  da  bi  zatim  učestvovala  u  prevođenju  neaktivnih  prekursora
interleukina  1β  (IL-1β)  i  interleukina  18 (IL-18) u  aktivne  forme,  ali  i  aktivaciji
proteina gasdermina-D koji učestvuje u nastanku pora na ćelijskoj membrani (Feenstra i
sar.,  2013; Shi i  sar.,  2015).  Stvaranje pora na ćelijskoj membrani  u toku piroptoze
dovodi do influksa vode, bubrenja ćelije i pucanja ćelijske membrane, za razliku od
apoptoze  koja  se  karakteriše  kondenzacijom  hromatina  i  stvaranjem  apoptotičnih
telašaca (Duprez i sar., 2009). 
Sem ćelija koje učestvuju u izgradnji krvnih sudova, apoptoza u dijabetesnoj
retinopatiji pogađa i Milerove ćelije, ganglijske ćelije, astrocite i fotoreceptore i usko je
povezana sa oksidativnim stresom (Stem i Gardner, 2013). Smatra se da RVK iniciraju
apoptozu oštećujući membranu ćelije lipidnom peroksidacijom i narušavajući ćelijske
funkcije i unutarćelijsku signalizaciju oksidativnim oštećenjem proteina i nukleinskih
kiselina (Kowluru i Chan, 2007). 
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Matriks  metaloproteinaza  9 ispoljava proapoptotično dejstvo  na ćelije  retine,
najverovatnije  posredujući  u  oštećenju  membrane  mitohondrija  (Chen  i  sar.,  2015;
Kowluru i Shan, 2017).
Slika  6. Šematski prikaz patogeneze dijabetesne retinopatije.  Faktori  rizika,  biohemijski poremećaji  i
molekularni mehanizmi uključeni u njen nastanak i progresiju (Gong i Rubin, 2015)
1.3. Profilaksa i terapija dijabetesne retinopatije
Najbolja  terapija  dijabetesne retinopatije  je  njena prevencija.  Stroga kontrola
glikemije višestruko smanjuje rizik od gubitka vida usled dijabetesne retinopatije. Pored
hirurške  terapije  dijabetesne  retinopatije  u  vidu  laser  fotokoagulacije  i  vitektomije,
danas se primenjuje  i  intraokularna medikamentozna terapija anti-VEGF agensima i
kortikosteroidima (Cheung i sar., 2014).
Bolje poznavanje patogeneze dijabetesne retinopatije pruža mogućnost za razvoj
novih  medikamenata,  kojima  se  može  efikasno uticati  na  progresiju  bolesti.  Cilj  je
pronalaženje efikasnog leka, koji bi bio bezbedan za dugotrajnu primenu, a ispoljavao
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mali broj neželjenih efekata i  koji  bi  bio podjednako efikasan u ranoj i  kasnoj  fazi
dijabetesne retinopatije (Stewart, 2016).
Aktuelna istraživanja ukazuju na značaj stimulacije Nrf2/ARE signalnog puta u
terapiji dijabetesne retinopatije (Deliyanti i sar., 2018), što ukazuje na potencijal terapije
dijabetesne retinopatije melatoninom (Hristova i sar., 2015; Shah i sar., 2017) oralno ili
lokalno.
1.4. Melatonin
Melatonin (N-acetil  5-metoksi  triptamin)  je  derivat  esencijalne aminokiseline
triptofana.  Molekul melatonina je prvi put izolovan 1958. godine iz pinealne žlezde
govečeta (Lerner i sar., 1958).
Sposobnost sinteze molekula melatonina imaju gotovo sve životinjske i biljne
vrste, čak i bakterije i jednoćelijski organizmi (Reiter i sar., 2003). Kod kičmenjaka,
najveći  deo  cirkulišućeg  melatonina  se  sintetiše  u  pinealnoj  žlezdi.  Pored  toga,
melatonin se sintetiše i  u retini  (Tosini i Menaker,  1998),  gastrointestinalnom traktu
(Bubenik, 2002), koži (Slominski i sar., 2008), limfocitima (Carrillo-Vico i sar., 2004) i
kostnoj srži (Conti i sar.,  2000) kičmenjaka, ali tu ostvaruje prvenstveno parakrine i
autokrine efekte. 
1.4.1. Biosinteza melatonina
Sinteza melatonina iz triptofana se odvija kroz četri enzimske reakcije (slika 7).
Najpre  se  u  mitohondrijama  pod  dejstvom  triptofan  hidroksilaze  (EC  1.14.16.4)
sintetiše  5-hidroksitriptofan  koji  se  konvertuje  u  serotonin  pod  dejstvom  5-
hidroksitriptofan dekarboksilaze (EC 4.1.1.28) u citozolu. Serotonin se zatim acetiliše
pod dejstvom enzima arilalkilamin N-acetil  transferaze (AANAT; EC 2.3.1.87) u N-
acetil  serotonin.  Metilacijom N-acetil  serotonina pod dejstvom hidroksiindol-O-metil
transferaze/acetil  serotonin  metil  transferaze  (HIOMT/ASMT;  EC  2.1.1.4)  nastaje
melatonin  (Simonneaux i Ribelayga, 2003; Reiter i sar., 2014, 2016; Slominski i sar.,
2012).
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1.4.2. Regulacija biosinteze melatonina
Biosinteza  melatonina  regulisana  je  kompleksnim  mehanizmom  lociranim  u
suprahijazmatskom jedru hipotalamusa (engl. suprachiasmatic nucleus, SCN) (Perreau-
Lenz i sar., 2004), čiji neuroni ispoljavaju 24-časovnu ritmičnu aktivnost koja se ogleda
u ritmičnoj  ekspresiji  oscilirajućih  (engl.  clock)  gena  (Benarroch,  2008).  Ovo jedro
kontroliše sintezu melatonina preko multisinaptičkog puta (slika 7). 
Slika 7. Biointeza melatonina. Regulacija biosinteze melatonina (Reiter i sar., 2014). 
Legenda: ipRGC,  fotoreceptivne  retinalne  ganglijske  ćelije;  SCN,  suprahijazmatsko  jedro;  PVN,
paraventrikularno jedro; ILCC, intermediolateralni  rogovi kičmene moždine; SCG, gornje cervikalne
ganglije;  AANAT,  arilalkilamin  N-acetil  tranferaza;  AC,  adenil  ciklaza;  ASMT,  acetilserotonin  metil
transferaza; CaMK, kalcijum/kalmodulin protein kinaza; cAMP, ciklični  adenozin monofosfat; CREB
(engl. cAMP response element-binding protein); NE, noradrenalin; NMDA, N-metil-D-aspartat receptor;
NO, azot monoksid; PACAP, pituitarni adenil ciklaza-aktivirajući peptid; PKA, protein kinaza A; RHT,
retinohipotalamički trakt.
Neuroni  SCN-a,  koji  primaju  vlakna  retinohipotalamičkog  puta,  inhibiraju
neurone  paraventrikularnog  jedra  hipotalamusa,  čiji  se  aksoni  spuštaju  do
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preganglijskih  simpatičkih  neurona smeštenih  u  bočnom rogu cervikalnog segmenta
kičmene moždine, a koji putem gornjih cervikalnih ganglija daju inervaciju za pinealnu
žlezdu (Benarroch, 2008). 
Glavni  neurotransmiter  kojeg oslobađaju postganglijska vlakna odgovorna za
inervaciju  pinealne  žlezde,  a  koji  reguliše  sintezu  melatonina  je  noradrenalin.
Noradrenalin,  oslobođen  iz  postganglijskih  nervnih  vlakana,  ostvaruje  inhibitorne
efekte  na  sintezu  melatonina  vezujući  se  za  β- i  α1- adrenergičke receptore. Nakon
vezivanja za β-adrenergičke receptore, noradrenalin, dovodi do porasta intracelularnog
cAMP u pinealocitima i aktivacije cAMP zavisne protein kinaze A, koja fosforiliše i
inhibira  glavni  regulatorni  enzim biosinteze  meletonina  AANAT (Schomerus  i  sar.,
2002). Alfa-1 adrenergički receptori aktivirani noradrenalinom, dodatno potenciraju β-
adrenergičku aktivnost porastom intracelularne koncentracije kalcijuma i  aktivacijom
protein kinaze C (Krause i Dubocovich, 1990). 
Sinteza  melatonina  inhibirana  je  u  uslovima  izloženosti  vidljivoj  svetlosti
(talasne dužine od 460 do 480 nm), impulsima koji se prenose iz suprahijazmatskog u
paraventrikularno  jedro  hipotalamusa.  Smanjenje  izloženosti  svetlu  dovodi  do
popuštanja ove inhibicije, čime se aktivira sinteza melatonina. Dodatno, melatoninski
receptori su prisutni na neuronima suprahijazmatskog jedra, što sugeriše da je sinteza
melatonina,  kao  i  kod  većine  ostalih  hormona,  regulisana  mehanizmom  negativne
povratne sprege (Waly i Hallworth, 2015).
1.4.3. Katabolizam melatonina
Melatonin je lipofilni molekul (indolamin) i ne deponuje se u pinealnoj žlezdi
već difunduje iz ćelija u krvotok. Poluživot melatonina u cirkulaciji je oko 20 minuta
(Simonneaux i Ribelayga, 2003). 
Kod pacova i ljudi, najveći značaj ima klasični hepatični put razgradnje u toku
koga se melatonin najpre hidroksiliše putem CYP P450 enzima (CYP1A1, CYP1A2 i
CYP1B1)  u  6-hidroksimelatonin,  zatim  konjuguje  sa  aktivnim  sulfatom  ili
glukuronskom kiselinom i izlučuje urinom (Ma i sar., 2005). Alternativni indolski put u
toku koga iz melatonina nastaju 5-metoksi indol-sirćetna kiselina i 5-metoksitriptofol,
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kao i kinurički put u toku koga nastaje N1-acetil-N2-formil-5-metoksikinuramin su od
manjeg značaja za katabolizam melatonina (Slominski i sar., 2012). 
Zbog  činjenice  da  se  ne  deponuje  i  da  ima  kratak  poluživot,  smatra  se  da
koncentracija  izmerena  u serumu/plazmi  u svakom trenutku verno odražava  sintezu
melatonina  u  pinealnoj  žlezdi  (Simonneaux  i  Ribelayga,  2003).  Koncentracija
melatonina  u  krvi  opada  sa  starenjem,  i  u  nekim oboljenjima  kao  što  su  tumori,
Alchajmerova bolest, kardiovaskularna oboljenja i dijabetes melitus (Reiter i sar., 2014;
Peschke i sar., 2006).
1.4.4. Melatoninski receptori
Melatonin  većinu  svojih  efekata  ostvaruje  putem  dve  vrste  membranskih
receptora, MT1 i MT2. Melatoninski receptori 1/2 (MT1/MT2) su G protein spregnuti
(sedam-transmembranski domen) receptori. 
Melatoninski receptor 1 (MT1) je integralni membranski protein izgrađen od
350 aminokiselina i udružen sa Gi i Gq subjedinicom (Slominski i sar., 2012). Aktivacija
receptora udruženog sa Gi  subjedinicom inhibira adenil ciklaznu aktivnost i dovodi do
smanjene  koncentracije  cAMP u ćeliji,  što  konačno dovodi  do smanjenja aktivnosti
cAMP  zavisne  kinaze  (protein  kinaze  A).  Aktivacija  receptora  udruženog  sa  Gq
subjedinicom dovodi  do  aktivacije  fosfolipaze  C  (PLC),  koja  hidrolizuje  fosfatidil-
inozitol 4,5-bifosfat  na DAG i  inozitol  3-fosfat  (IP3).  Diacilglicerol,  kao sekundarni
glasnik,  aktivira  protein  kinazu  C,  a  IP3  povećava  intracelularnu  koncentraciju
kalcijuma posredstvom efekta na kalcijumske kanale na membrani endoplazmatskog
retikuluma i pokreće dalju signalizaciju preko kalmodulina (Slika  8A). Melatoninski
receptori 1 (MT1) su pronađeni u mozgu, retini, kardiovaskularnom sistemu, imunom
sistemu,  polnim žlezdama,  nadbubrežnoj  žlezdi,  koži,  dojci,  placenti,  bubregu,  jetri,
slezini  i  pankreasu  (Dubocovich  i  Markowska,  2005;  Pandi-Perumal  i  sar.,  2008;
Slominski i sar., 2012).
Melatoninski receptor 2 (MT2) je integralni membranski protein izgrađen od
363  aminokiseline  i  udružen  sa  Gi  subjedinicom  (Slika  8B).  MT2  receptor  je
predominantno  prisutan  u  mozgu  (hipotalamus,  suprahijazmatski  nukleus),  ali  je
pronađen i u hipofizi,  retini,  imunom sistemu, polnim žlezdama, gastrointestinalnom
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traktu,  masnom tkivu i  koži (Dubocovich i  Markowska, 2005; Pandi-Perumal i  sar.,
2008; Slominski i sar., 2012).
Slika 8. Intraćelijska signalizacija posredovana aktivacijom melatoninskih MT1(A) i MT2 (B) receptora
(Masana i Dubocovich, 2014). 
Legenda: PIP2, fosfatidilinozitol 4,5-bifosfat; PLC, fosfolipaza C; DAG, diacilglicerol; PKA, protein
kinaza  A;  CREB  (engl.  cAMP-responsive  element  binding  protein);  ER,  endoplazmatski  retikulum;
VDCC, voltažno-zavisni  Ca2+ kanal;  BKCa,  Ca2+-aktivirani  K+ kanal;  FP,  receptor  za prostaglandin
F2α; PGF2α, prostaglandin F2α; IBMX, isobutilmetilksantin; ATP, adenozin trifosfat; MEL, melatonin;
GTP, guanozin trifosfat; GMP, guanozin monofosfat.
“Melatoninski receptor 3 (MT3)” zapravo je enzim hinon reduktaza 2, uključen
u zaštitu od oksidativnog stresa (Nosjean i sar., 2000). Pronađen je u jetri i bubregu, a u
manjoj  koncentraciji  u  kardiovaskularnom sistemu,  mrkom masnom tkivu  i  mozgu
(Nosjean i sar., 2000).
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Melatonin se vezuje i za nuklearne receptore ROR/RZR subfamilije (retinoidni
orfan receptori/ retinoidni Z receptori) (Carrillo-Vico i sar., 2003) i na taj način direktno
deluje  na  proces  transkripcije.  Ovi  nuklearni  receptori  imaju  NH2 terminalni,  DNK
vezujući, ligand vezujući domen, dvostruke cink prste i zglobni domen (Reiter i sar.,
2014). 
1.4.5. Antioksidativni i antiinflamatorni efekti melatonina 
Molekul melatonina ima jako izražene anti-oksidativne sposobnosti. Melatonin,
ali i njegovi mataboliti imaju sposobnost da direktno uklanjaju slobodne radikale (Slika
3). U reakciji melatonina i dva donora elektrona, nastaje ciklični 3-hidroksimelatonin
(c3OHM),  koji  i  sam  ima  antioksidativne  sposobnosti,  kao  i  N-acetil-N-formil-5-
metoksi  kinuramin  (AFMK)  i  N-acetil-5-metoksi  kinuramin  (AMK)  koji  čine
antioksidativnu  kaskadu  melatonina  (Tan  i  sar.,  2014,  2007,  2002).  Ova  kaskada
omogućava  jednom molekulu  melatonina  da  za  razliku  od  klasičnih  “skavendžera”,
neutrališe i više od četri molekula slobodnih radikala (Tan i sar., 2002).
Sem  toga,  melatonin  ima  sposobnost  helatizacije  aluminijuma,  olova,
kadmijuma, bakra, gvožđa i cinka (slika  9), pri čemu je interakcija sa ovim metalima
zavisna od koncentracije (Reiter i sar., 2016). Značaj sposobnosti melatonina da vezuje
metale sa promenljivom valencom kao što su gvožđe i bakar, ogleda se u sprečavanju
Fentonove i Haber-Weis-ove reakcije u kojima se stvara hidroksilni radikal.
Od posebnog značaja za antioksidativne efekte melatonina je činjenica da lako
prolazi biološke membrane, uključujući i ćelijsku membranu i membranu mitohondrija.
Melatonin  se  koncentriše  u  mitohondrijama,  gde  direktno  povećavajući  stabilnost
respiratornog lanca, smanjuje stvaranje superoksidnog anjona i neutrališe štetno dejstvo
slobodnih radikala na mestu njihovog stvaranja (Reiter i sar., 2016).
Pored  efekta  na  uklanjanje  slobodnih  radikala,  melatonin  stimuliše  sintezu  i
aktivnost  antioksidativnih  enzima  uključujući  glutation  reduktazu,  glutation
peroksidazu, katalazu i superoksid dizmutazu (Fischer i sar., 2013; Reiter i sar., 2000).
Dodatno melatonin menja odnos redukovanog i oksidovanog glutationa (GSH/GSSG) u
korist redukovane forme, koja ima veliki značaj za antioksidativnu zaštitu (Winiarska i
sar., 2006).
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Slika  9. Kaskadni proces hemijske transformacije melatonina i njegovih metabolita, koje omogućavaju
uklanjanje slobodnih radikala (vertikalno) i helatizaciju metala sa promenljivom valencom (horizontalno)
(Reiter i sar., 2016).
Melatonin  svoje  antioksidativne  efekte  delimično  ostvaruje  stimulacijom
Nrf2/ARE  signalnog  puta  (slika  10),  povećavajući  sintezu  enzima  antioksidativne
zaštite (Hristova i sar.,  2015).  Nrf2 je redoks senzitivni transkripcioni faktor koji je,
zbog interakcije sa Kelch ECH asociranim proteinom 1 (Keap1), u latentnom stanju i
aktivira se tek kada povećana koncentracija slobodnih radikala dovede do oksidacije i
kovalentne modifikacije Keap1 proteina. Nakon aktivacije koja podrazumeva odvajanje
Keap1  proteina  i  fosforilaciju,  Nrf2  prelazi  u  jedro  i  vezuje  se  za  element
antioksidativnog  odgovora  (engl.  ARE,  antioxidant  response  element)  koji  inicira
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transkripciju  gena  uključenih  u  regulaciju  sinteze  enzima  antioksidativne  zaštite,
hemoksigenaze-1  (HO-1,  EC  1.14.99.3),  glutamat-cistein  ligaze  (EC  6.3.2.2),
tioredoksin reduktaze (EC 1.8.1.9), glutation S-transferaze (EC 2.5.1.18) i  NAD(P)H
hinon oksidoreduktaze 1 (NQO1, EC 1.6.5.2) (Deliyanti i sar., 2018).
Slika 10. Šematski prikaz Nrf2/ARE signalnog puta (Zhang i sar., 2014). 
Melatonin pored antioksidativnog ispoljava i niz drugih dejstava u organizmu
sisara, među kojima je i antiinflamatorno dejstvo (Chuffa i sar., 2017; Hardeland i sar.,
2012;  Reiter  i  sar.,  2014).  Zbog  svojih  antioksidativnih  svojstava,  koja  ostvaruje
direktno ili indirektno stimulacijom Nrf2/ARE (Hristova i sar., 2015), melatonin može
da  prekine  circulus viciosus oksidativnog  stresa,  zbog  povećanog  stvaranja  RVK i
inflamacije  koja  se  javlja  kao  posledica  nastalog  oksidativnog oštećenja.  Sem ovog
indirektnog  antiinflamatornog  efekta,  melatonin  moduliše  NF-κB). (Tang i Kern, 2011).B  signalni  put  u
inflamaciji i na taj način menja transkripciju proinflamatornih gena (Mauriz i sar., 2013;
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Reiter  i  sar.,  2014).  Inhibirajući  NF-κB). (Tang i Kern, 2011).B  signalni  put,  melatonin  smanjuje  sintezu
citokina  i  proteina,  poput  IL-1β,  TNF-α  i  iNOS, koji  su  uključeni  u  nastanak
infalamacije u retini (Jiang i sar., 2016).
Slika  11.  Aktivacija  inflamazoma  NLRP3.  Aktivni  inflamazom  NLRP3  nastaje  oligomerizacijom
inaktivnog  NLRP3,  ASC  proteina  i  pro-kaspaze-1.  Aktivni  kompleks  aktivira  kaspazu-1,  koja  dalje
aktivira  IL-1β  i  IL-18.  Sintezu  inaktivnog  NLRP3  povećava  NF-κB). (Tang i Kern, 2011).B.  Melatonin  inhibira  sintezu  i
aktivaciju NLRP3 (Rheinheimer i sar., 2017).
Legenda: PAMPs - molekularni obrasci patogena; DAMPs - molekularni obrasci oštećenja; TLR -“toll-
like“ receptor; ASC (engl. apoptosis-associated speck-like protein).
Rezultati  aktuelnih istraživanja ukazali  su na vezu melatonina i  inflamazoma
NLRP3 (Dong  i  sar.,  2016;  García  i  sar.,  2015).  Inflamazom NLRP3 (slika  11) je
intracelularni  multiproteinski  kompleks  koji  posreduje u  aktivaciji  inflamatornih
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kaspaza (kaspaza-1) i indukuje stvaranje proinflamatornih citokina, nakon vezivanja za
molekulske obrasce oštećenja (engl. damage-associated molecular patterns,  DUMPs).
Molekulski  obrasci  oštećenja u  koje  spadaju oksidisani  LDL,  glikozilisani  proteini,
mokraćna kiselina, ekstracelularni ATP i nukleinske kiseline,  vezuju se za receptorski
deo ovog kompleksa i dovode do aktivacije kaspaze-1 (Jin i Flavell, 2010; Schroder i
sar.,  2010).  Aktivirana kaspaza-1 vrši proteolitičku transformaciju pro-IL1β u IL-1β,
koji je prethodno sintetisan stimulacijom NF-κB). (Tang i Kern, 2011).B signalnog puta (Fernández-Gil i sar.,
2017).  Interleukin  1β  može  potencirati  proinflamatorne efekte  TNF-α  povećavajući
ekspresiju  receptora  za TNF-α na membrani  ćelija  retine i  retinalnih krvnih  sudova
(Saperstein i sar., 2009).
Povećana aktivacija inflamazoma NLRP3 doprinosi neovakularizaciji u sklopu
dijabetesne retinopatije  (Chaurasia  i  sar.,  2018),  dok je  aktivnost  ovog inflamazoma
povišena u očnoj vodici obolelih od proliferativne dijabetsne retinopatije (Loukovaara i
sar., 2017).
Melatonin  smanjuje  ekspresiju  NLRP3,  kaspaze-1,  IL-1β,  sprečava  NLRP3
kompleksom posredovanu apoptozu i smanjuje oštećenje krvno-moždane barijere kod
pacova sa subarahnoidalnom hemoragijom (Dong i sar., 2016). Od posebnog je značaja
činjenica  da  melatonin  ostvaruje  efekat  i  na  NF-κB). (Tang i Kern, 2011).B  signalni  put  i  na  NLRP3
inflamazom,  ostvarujući  sinergistički  antiinflamatorni  efekat  (Favero  i  sar.,  2017).
Efekat melatonina na NLRP3 inflamazom je verovatno posredovan ROR-α receptorima
(García i sar., 2015). 
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2. Hipoteza i cilj istraživanja 
Iako molekularni mehanizmi nastanka i progresije dijabetesne retinopatije nisu
tačno utvrđeni,  smatra  se  da u osnovi  bolesti  leže metabolička disfunkcija  izazvana
hiperglikemijom,  oksidativni  stres,  inflamacija  i  apoptoza  u  retini,  pri  čemu  se
najznačajnijim  medijatorom  oštećenja  krvno-retinalne  barijere  i  neovaskularizacije
smatra  VEGF.  Aktuelna  istraživanja  ukazala  su  na  značaj  stimulacije  Nrf2/ARE
signalnog puta za terapiju dijabetesne retinopatije.
Melatonin  je  hormon  koji  se  sintetiše  u  pinealnoj  žlezdi  i  retini.  Iako  se
tradicionalno smatra regulatorom cirkadijarnog ritma kičmenjaka, melatonin je uključen
i u regulaciju metabolizma glukoze i sekrecije insulina. Pri tom, njegova koncentracija
u krvi može biti značajno snižena u dijabetesu melitusu tip 2. S obzirom na značajne
antioksidativne  i  imunomodulatorne  efekte  melatonina,  kao  i  činjenicu  da  se  zbog
svojih  fizio-hemijskih  osobina  lako  transportuje  kroz  krvno-retinalnu  barijeru,
pretpostavlja  se  da  suplementacija  melatoninom može  ostvariti  pozitivne  efekte  na
intenzitet oksidativnog stresa u retini, kao i na koncentracije proinflamatornih citokina,
adhezivnih  molekula  i  enzima  uključenih  u  patogenezu dijabetesne  retinopatije.  Od
posebnog je značaja činjenica da melatonin antioksidativne efekte delimično ostvaruje
stimulacijom Nrf2/ARE signalnog puta.
Cilj  ovog istraživanja  je  ispitivanje  efekata  melatonina  na  parametre
oksidativnog oštećenja,  inflamacije i  neoangiogeneze u retini  pacova sa dijabetesom
melitusom tip 2, izazvanim streptozotocin-nikotinamidom.
Konkretni ciljevi predstavljenog naučnog istraživanja su:
1. Određivanje koncentracije glukoze, koncentracije insulina, fruktozamina i lipida u
serumu  životinja  sa  eksperimentalno  izazvanim  dijabetesom  melitusom  tip  2,  i
utvrđivanje efekata oralne suplementacije melatoninom na ispitivane parametre.
2. Utvrđivanje koncentracije TNF-α u serumu životinja sa eksperimentalno izazvanim
dijabetesom melitusom tip 2, i efekata oralne suplementacije melatoninom na njegovu
koncentraciju.
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3.  Utvrđivanje  koncentracije  melatonina  u  serumu  životinja  sa  eksperimentalno
izazvanim dijabetesom melitusom tip 2, i efekata oralne suplementacije melatoninom u
dozi od 0,2 mg/kg na njegovu koncentraciju.
4.  Utvrđivanje  intenziteta  oksidativnog  oštećenja  u  homogenatu  retine  životinja  sa
eksperimentalno  izazvanim dijabetesom melitusom tip  2,  ispitivanjem nivoa  lipidne
peroksidacije (koncentracije TBARS), oksidativne modifikacije proteina (koncentracije
AOPP) i  koncentracije enzima iNOS.
5.  Utvrđivanje  koncentracije  citokina,  adhezivnih  molekula  i  enzima  uključenih  u
procese inflamacije, neoangiogeneze i apoptoze (VEGF, sICAM-1, MMP9, kaspaza-3)
u  retini  životinja  sa  eksperimentalno  izazvanim dijabetesom melitusom tip  2  kao  i
efekte oralne suplementacije melatoninom na ispitivane parametre u retini.
Efekti melatonina su poređeni sa efektima oralnog antidijabetika metformina,
standardnog terapijskog agensa u dijabetesu melitusu tip 2.
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3. Materijal i metode
3.1. Hemijske supstance
3.1.1. Streptozotocin
Streptozotocin  (slika  12) korišćen  za  potrebe  istraživanja,  u  cilju  izazivanja
dijabetesa  melitusa  tip  2  bio  je  visokog  stepena  čistoće,  ≥  98%  (Sigma  Aldrich,
Darmstadt,  Germany).  Prema  uputstvu  proizvođača  rastvaran  je  u  svežem,  ledeno
hladnom citratnom puferu (0,1 mol/L; pH 4,5).
Slika 12. Hemijska struktura molekula streptozotocina (National Center for Biotechnology Information -
PubChem Compound Database, 2019)
Streptozotocin  (glukozamin-nitrozourea)  je  toksični  analog glukoze  koji  u  β-
ćelije endokrinog pankreasa ulazi posredstvom glukoznog transportera tip 2 (GLUT2) i
nakon spontanog raspada praćenog oslobađanjem metil karbokatjona izaziva alkilaciju
DNK.  Oštećenje  DNK  izaziva  poli-ADP  ribozilaciju,  koja  brzo  dovodi  do  pada
koncentracije intracelularnog NAD+ i ATP-a. Ubrzana defosforilacija ATP-a proizvodi
supstrat za enzim ksantin oksidazu, čija aktivnost dalje rezultuje stvaranjem superoksid
anjon  radikala  koji  se  dalje  može  transformisati  u  vodonik-peroksid  ili  hidroksilni
radikal. Streptozotocin oslobađa toksične koncentracije NO što dovodi do inhibiranja
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akonitaze  i  dodatno  remeti  energetski  metabolizam  u  ćelijama.  Kao  krajnji  efekat
narušavanja  energetskog  metabolizma  i  oksidativnog  oštećenja  usled  stvaranja
slobodnih  radikala,  β-ćelije  endokrinog  pankreasa  izložene  dejstvu  streptozotocina
ulaze u proces nekroze (Szkudelski, 2012, 2001).
3.1.2. Nikotinamid
Nikoinamid  (slika  13) korišćen  za  potrebe  eksperimenta  u  cilju  ublažavanja
oštećenja nastalih  dejstvom streptozotocina bio je  visokog stepena čistoće, ≥ 99,5%
(Sigma Aldrich, Darmstadt, Germany).
Slika 13.  Hemijska struktura molekula nikotinamida (National Center for Biotechnology Information -
PubChem Compound Database, 2019)
Nikotinamid  je  amidni  derivat  niacina  i  aktivna  komponenta  koenzima
nikotinamid  adenin  dinukleotida  (NAD)  i  nikotinamid  adenin  dinukleotid  fosfata
(NADP).  Nikotinamid  je  inhibitor  enzima  poli-ADP  ribozil  polimeraze  (PARP)  i
sprečava pad intracelularnog NAD+-a i  ATP-a uzrokovan dejstvom ovog enzima. Sa
druge strane nikotinamid je i prekursor za sintezu NAD+-a i na taj način dodatno može
povećati njegovu koncentraciju u ćeliji (Szkudelski, 2012). Zbog toga nikotinamid ima
protektivno dejstvo na β-ćelije endokrinog pankreasa izložene dejstvu streptozotocina.
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3.1.3. Melatonin
Melatonin  (slika 14) korišćen za potrebe eksperimenta je bio visokog stepena
čistoće,  ≥  98% (Sigma Aldrich,  Darmstadt,  Germany).  Prema uputstvu  proizvođača
rastvaran je u apsolutnom etanolu i nakon toga dodavan u vodu (0,01%).
Slika 14.  Hemijska struktura molekula melatonina (National Center for Biotechnology Information -
PubChem Compound Database, 2019)
3.1.4. Metformin
Metformin  (slika 15) korišćen za potrebe eksperimenta je bio visokog stepena
čistoće, ≥97% (Merck, Darmstadt, Germany). Prema uputstvu proizvođača rastvaran je
u vodi.
Metformin je lek iz grupe bigvanida koji predstavlja lek izbora kod obolelih od
dijabetesa tipa 2. Ovaj lek izveden je iz galagina, izolovanog iz biljke piskavice (lat.
Galega officinalis).  U pitanju je lek sa kompleksnim i mnogostrukim mehanizmima
delovanja.  Metformin  inhibira  glukoneogenezu  u  jetri,  dok  u  crevima  povećava
korišćenje glukoze i stimuliše sekreciju glukagonu sličnog peptida 1 (GLP-1) (Rena i
sar., 2017). Na molekularnom nivou metformin inhibira mitohondrijalnu glicerofosfat
dehidrogenazu (mGPD) i na taj način smanjuje konverziju laktata i glicerola u glukozu
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(Madiraju  i  sar.,  2014).  Samo  povećanje  redoks  stanja  u  citozolu  posredovano
metforminom  dovodi  do  inhibicije  glukoneogeneze  (Madiraju  i  sar.,  2018).
Fosforilacijom posredstvom AMP aktivisane protein kinaze (AMPK) koja za posledicu
ima  inhibiciju  acetil-CoA  karboksilaze,  metformin  inhibira  sintezu  i  stimuliše
razgradnju  masti  u  jetri  (Fullerton  i  sar.,  2013).  Odgovor  na  metformin  pored
primenjene doze, zavisi i od dužine terapije (Rena i sar., 2017).
Slika 15.  Hemijska struktura molekula metformina (National Center for Biotechnology Information -
PubChem Compound Database, 2019)
3.2. Eksperimentalne životinje
Eksperiment je izveden na ukupno 51-om albino pacovu Vistar (engl. Wistar)
soja,  muškog pola,  starosti  deset  nedelja.  Sve životinje  su bile  zdrave i  na početku
eksperimenta težile su od 230 do 250 g. Životinje su uzgojene u vivarijumu Naučno-
istraživačkog centra za biomedicinu, Medicinskog fakulteta Univerziteta u Nišu, gde su
i bile smeštene za vreme trajanja eksperimenta. 
Životinje su bile smeštene u plastičnim kavezima (slika 16), u klimatizovanoj
prostoriji  sa  kontrolisanim  uslovima  (temperatura  20ºC  ±  2ºC,  relativna  vlažnost
vazduha 55%) i veštačkim osvetljenjem (arteficijalni 12-časovni svetlost/tama ciklus).
Za vreme trajanja eksperimenta sve eksperimentalne grupe su imale neograničen pristup
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hrani i vodi za piće. Sve grupe su konzumirale standardnu hranu za pacove koja je
sadržala 11 kJ/g metaboličke energije (20% proteina, 4% masti, 40% ugljenih hidrata,
8% sirovih vlakana).
Slika 16. Eksperimentalne životinje za vreme trajanja eksperimenta, a) životinje smeštene u plastičnim
kavezima; b) i c) životinje piju vodu u kojoj su rastvoreni melatonin/metformin.
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3.3. Etički principi u radu sa eksperimentalnim životinjama
Eksperiment  je  osmišljen  u  skladu  sa  principima  ARRIVE  (engl.  Animal
Research:  Reporting  of  In  Vivo  Experiments)  i  ARVO  (engl.  The  Association  for
Research in Vision and Ophtamology: The use of Animals in Ophthalmic and Vision
Research) vodiča i izveden uz striktno poštovanje principa EU direktive 2010/63/EU za
eksperimente na životinjama, Vodiča za brigu i korišćenje laboratorijskih životinja NIH
(engl.  National  Institute  of  Health,  1978)  i  Pravilnika  za  rad  sa  eksperimentalnim
životinjama Medicinskog fakulteta  Univerziteta  u  Nišu.  Eksperimentalni  protokol  je
odobren od strane Etičkog komiteta Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Nišu (broj
dozvole 01-10204-3).
3.4. Eksperimentalni model i eksperimentalne grupe
Životinje su podeljene u šest eksperimentalnih grupa (I, II, III, IV, V, VI). Svaku
grupu činilo  je  7  jedinki  (slika 17).  Za  proračun veličine uzorka  uzete  su prosečne
vrednosti  i  standardne devijacije  dobijene  u  pilot  studiji  (N=14),  koja  je  prethodila
opisanom  istraživanju  i  koja  je  sprovedena  u  cilju  pripreme  koncepta  opisanog
istraživanja. Veličina efekta pilot studije bila je ES=0,61. Izračunavanje veličine uzorka
je  izvršeno  u  softverskom  paketu  G-Power.  Za  a  priori proračun  veličine  uzorka
odabrano  je  testiranje  nulte  hipoteze  jednostrukom  analizom  varijanse  (one  way
ANOVA) uz prihvaćene vrednosti verovatnoće greške prvog tipa α=0,05 i snage studije
0,8.  Predviđena  veličina  ukupnog  uzorka  predloženog  istraživanja  približno  je  42,
odnosno 7 jedinki po grupi.
3.4.1. Animalni model dijabetesa melitusa tip 2
Nakon aklimatizacije u trajanju od 7 dana, dijabetes melitus tip 2 izazvan je kod
eksperimentalnih životinja iz grupa IV, V i VI (slika 17). U cilju izazivanja dijabetesa
melitusa tip 2 primenjena je modifikacija metode prethodno opisane od strane Masiello-
a i sar. (Masiello i sar., 1998; Szkudelski, 2012). 
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Dijabetes melitus tip 2 kod eksperimentalnih životinja (grupe IV, V, VI) izazvan
je intraperitonealnim aplikovanjem svežeg rastvora streptozotocina u dozi od 45 mg/kg
telesne  mase,  nakon  intraperitonealne  injekcije  nikotinamida  u  dozi  od  110  mg/kg
telesne mase u fiziološkom rastvoru, nakon noćnog gladovanja. Simultano, životinje iz
grupa  I,  II  i  III  dobile  su  intraperitonealne  injekcije  citratnog  pufera  i  fiziološkog
rastvora.
Uspešnost  razvoja  modela  dijabetesa  melitusa  tip  2  izazvanog  aplikovanjem
streptozotocina i nikotinamida kod eksperimentalnih životinja utvrđena je na osnovu
izmerene koncentracije glukoze u venskoj krvi. Uzorci krvi za analizu uzimani su 3. i 7.
dana nakon aplikovanja streptozotocina i nikotinamida, nakon 2-časovnog i 8-časovnog
gladovanja.  Koncentracija  glukoze  u  krvi je  određivana  pomoću  automatizovanog
merača Accu-check Performa (Roche Diagnostics,  USA),  u  cilju  potvrde  postojanja
hiperglikemije.  Krv  je  uzorkovana  iz  repne  vene,  pomoću  leptir  igle,  bez  primene
anestezije. Granične vrednosti glikemije posle 2- i 8-časovnog gladovanja bile su > 8,3
mmol/l i > 6,1 mmol/l. 
3.4.2. Tretman melatoninom i metforminom
Četiri nedelje nakon aplikacije streptozotocina i nikotinamida, kada je model u
potpunosti razvijen, započet je tretman melatoninom i metforminom u odgovarajućim
grupama u trajanju od 2 nedelje (slika 17).
Melatonin je aplikovan oralno, u pijaćoj vodi. Koncentracija melatonina u vodi
bila je 2 μg/ml, pri čemu je dnevna doza melatonina iznosila 85 μg po životinji, štog/ml, pri čemu je dnevna doza melatonina iznosila 85 μg/ml, pri čemu je dnevna doza melatonina iznosila 85 μg po životinji, štog po životinji, što
odgovara dozi od 0,2 mg/kg telesne mase (Montilla i sar., 1998). Melatonin je najpre
rastvaran u maloj količini apsolutnog etanola, a zatim je etanolni rastvor melatonina
dodavan u pijaću vodu (0,01%). Boce sa melatoninom su pokrivane aluminijumskom
folijom, zbog fotosenzitivnosti melatonina. Melatoninom su tretirane grupe II i V.
Metformin je aplikovan oralno, u pijaćoj vodi. Koncentracija metformina u vodi
bila je 1 mg/ml, pri čemu je dnevna doza metformina iznosila 41 mg po životinji, što
odgovara dozi od 100 mg/kg telesne mase (Choi i sar.,  2006; Mostafa i sar.,  2016).
Metforminom su tretirane grupe III i VI.
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Slika 17. Šematski prikaz eksperimentalnog protokola. 
*Uzorkovanje krvi u 1. nedelji obavljeno je u cilju potvrde hiperglikemije, odnosno provere uspešnosti 
razvoja animalnog modela dijabetesa melitusa tipa 2. Uzorak je dobijen iz repne vene. 
** Uzorkovanje krvi i retine na kraju 6. nedelje pri žrtvovanju obavljeno je u cilju pripreme uzoraka za 
dalju analizu. Uzorak krvi dobijen je punkcijom srca.
3.4.3. Pregled grupa eksperimentalnih životinja
I (K) – kontrolna grupa
II (MEL) – kontrolna grupa tretirana melatoninom
III (MET) – kontrolna grupa tretirana metforminom
IV (STZ/NA) – grupa sa dijabetesom melitusom tip 2
V (STZ/NA+MEL) – grupa sa dijabetesom melitusom tip 2 tretirana melatoninom
VI (STZ/NA+MET) – grupa sa dijabetesom melitusom tip 2 tretirana metforminom
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3.5. Eksperimentalni protokol
Nakon dve nedelje tretmana melatoninom/metforminom, životinje su žrtvovane
eksangvinacijom  nakon  bilateralne  torakotomije  u  dubokoj  anesteziji  (Ketamidor,
Richter  Pharma  AG;  100  mg/kg,  ip).  Pre  žrtvovanja,  životinjama  je  određena
koncentracija glukoze u krvi, pod istim uslovima kao i na početku eksperimenta i to
posle 2 i 8 sati gladovanja. 
Unos hrane i vode, koja je bila dostupna ad libitum, je praćen svakodnevno.
Telesna masa životinja je kontinuirano praćena, pri čemu su merenja obavljana
jednom nedeljno u razmaku od 7 dana (na početku 2, 4, 5. i 6. nedelje), kao i na dan
žrtvovanja.  Životinje  su  merene  na  vagi,  nakon  noćnog  gladovanja.  Telesna  masa
upotrebljena je za računanje indeksa specifičnog porasta telesne mase (g/kg)=ΔMM/M,
gde ΔMM predstavlja porast telesne mase u intervalu dt=t2-t1 i M telesnu masu u trenutku
t1.
3.6. Priprema uzoraka
Krv je uzorkovana terminalnom punkcijom srca.  Serum i plazma su izdvojeni
centrifugiranjem (15 minuta na 3000 × g) na +4˚C u Eppendorf 5415R centrifugi  i
čuvani na -20°C. Na-EDTA je korišćen kao antikoagulans.
Uzorci retine oba oka (slika 18), uzeti su odvajanjem sa zadnjeg unutrašnjeg
zida  očne jabučice,  nakon presecanja očne  jabučice u predelu rožnjače  i  uklanjanja
sočiva i staklastog tela (Skeie i sar.,  2011). Uzorci su izmereni na analitičkoj vagi i
nakon  toga  homogenizovani  u  ledenoj  destilovanoj  vodi  upotrebom  mini
homogenizatora (Homogenisator Mixy Mini cordless grinder, Nippon Genetics Europe
GmbH, Düren, Germany) direktno u mikro tubama. Pripremljeni  homogenati, su zatim
centrifugirani  u  cilju  izdvajanja  supernatanta  (20  minuta  na  3000  ×  g)  na  +4˚C u
Eppendorf  5415R  centrifugi.  Homogenati  su  čuvani  na  -80°C,  do  obavljanja
biohemijskih analiza.
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Slika  18. a)  Uzorkovana retina  u  mikro  tubi;  b)  Histološka  građa  retine  pacova iz  kontrolne  grupe
(hematoksilin-eozin bojenje, x20).
3.7. Metode
3.7.1 Određivanje koncentracije glukoze u serumu
Koncentracija glukoze u serumu određivana je upotrebom metode heksokinaza/
glukoza-6-fosfat  dehidrogenaza  na  automatskom  kliničkom  hemijskom  analizatoru
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(Dimension  RxL  Max,  Dade  Behring  Siemens,  Marburg,  Germany)  uz  upotrebu
originalnih reagenasa (Siemens Healthcare Diagnostics).
3.7.2. Određivanje koncentracije fruktozamina u serumu
Koncentracija fruktozamina (nastalog glikacijom serum albumina) određivana je
pomoću  spektrofotometrijske  metode  Baker-a  i  sar.  (1994,  1985).  Fruktozamin  je
jedinjenje  koje  nastaje  u  reakciji  glukoze  i  primarnog  amina,  što  je  praćeno
izomerizacijom  i  nastajanjem  Amadori  proizvoda.  U  alkalnoj  sredini  (natrijum
karbonatni pufer, pH 10,35) na 37°C, raspadom Amadori proizvoda nastaje D-glukazon
koji redukuje nitro plavo tetrazolijum (NBT) u purpurni monoformazan. Intenzitet boje
se čita na λ = 530 nm, a vrednosti se izražavaju u mol/l.
3.7.3. Određivanje koncentracije insulina u serumu
Koncentracija insulina u serumu određivana je enzimskim imunoesejem (engl.
Enzyme Linked Immunossorbent Assay,  ELISA), u sladu sa uputstvom proizvođača
(Mercodia Rat Insulin ELISA, Upssala, Sweden; kataloški broj 10-1250-01). Procedura
određivanja koncentracije insulina u serumu zasniva se na direktnoj sendvič tehnici uz
upotrebu  dva  monoklonska  antitela  specifična  za  različite  antigene  determinante
molekula  insulina  pacova.  Za  vreme  inkubacije,  insulin  iz  uzorka  reaguje  sa  anti-
insulinskim  antitelom  vezanim  za  dno  bunarića  u  mikrotitracionoj  ploči  i  sa
antiinsulinskim  antitelom  konjugovanim  sa  enzimom  peroksidaza  rena  (engl.
horseradish  peroxidase-HRP) koje  se  detektuje  reakcijom  sa  3,3’,5,5’-
tetrametilbenzidinom  (TMB).  Reakcija  se  zatim  prekida  dodavanjem  kiseline  i
intenzitet boje se očitava spektrofotometrijski.
Rastvori  (HRP  konjugovano  monoklonsko  anti-insulin  antitelo  i  pufer  za
ispiranje)  su  pripremani  prema  uputstvu  proizvođača.  U  odgovarajuće  bunariće
mikrotitracione ploče obložene antitelom na insulin dodavani su standardi i ispitivani
uzorci seruma u zapremini od 10 μg/ml, pri čemu je dnevna doza melatonina iznosila 85 μg po životinji, štol u duplikatu. U bunariće je zatim dodavano po 50 μg/ml, pri čemu je dnevna doza melatonina iznosila 85 μg po životinji, štol
rastvora  enzimskog  konjugata  (HRP  konjugovano  anti-insulinsko  antitelo).  Nakon
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inkubacije u trajanju od 2 h na sobnoj temperaturi,  mikrotitraciona ploča je ispirana
puferom  za  ispiranje  na  automatskom  ispiraču  mikrotitracionih  ploča.  Nakon
poslednjeg ispiranja dodavano je po 200 μg/ml, pri čemu je dnevna doza melatonina iznosila 85 μg po životinji, štol substrata (TMB) u svaki bunarić. Reakcija
je zaustavljena dodavanjem 50 μg/ml, pri čemu je dnevna doza melatonina iznosila 85 μg po životinji, štol stop rastvora nakon inkubacije od 15 min nakon čega
je  na  plejt  čitaču  merena  apsorbanca  na  450  nm.  Na  osnovu  apsorbanci  standarda
formirana  je  standardna  kriva  koja  je  upotrebljena  za  preračunavanje  koncentracija
insulina u uzorcima. Koncentracija insulina u ispitivanim uzorcima je izražena u pmol/l.
3.7.4. Odredjivanje kvantitativnog indeksa insulinske senzitivnosti
Kvantitativni  indeks  insulinske  senzitivnosti  (QUICKI)  je  određivan  u  cilju
procene insulinske rezistencije, po formuli: QUICKI = 1 / (log(insulin našte µU/ml) +
log(glukoza našte mg/dl).
3.7.5. Određivanje koncentracije triglicerida, ukupnog, LDL i HDL 
holesterola u serumu eksperimentalnih životinja
Koncentracije  ukupnog holesterola,  HDL holesterola  i  triglicerida  su  merene
enzimskim metodama na automatskom kliničkom hemijskom analizatoru (Dimension
RxL  Max,  Dade  Behring  Siemens,  Marburg,  Germany)  uz  upotrebu  originalnih
reagenasa (Siemens Healthcare Diagnostics). 
Koncentracija  LDL holesterola  je  računata  po  Fridvaldovoj  formuli:  LDL =
ukupni holesterol – HDL – [trigliceridi/2,2]. Koncentracije serumskih lipida izražene su
u mmol/l.
3.7.6. Određivanje koncentracije faktora nekroze tumora-α u serumu
Koncentracija TNF-α u serumu određivana je enzimskim imunoesejem (ELISA)
u sladu sa uputstvom proizvođača (Rat  TNF-α ELISA Kit,  Abcam Cambridge,  UK;
kataloški broj ab46070). Procedura određivanja koncentracije TNF-α u serumu zasniva
se  na  sendvič  tehnici  uz  upotrebu  dva  monoklonska  antitela  specifična  za  TNF-α
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(hvatajuće i detektujuće). Detektujuće antitelo je biotinizovano monoklonsko antitelo
koje pored TNF-α vezuje i streptavidinom obeležen enzimski konjugat (Streptavidin-
HRP).  Za vreme prve inkubacije,  TNF-α iz uzorka se veže sa hvatajućim antitelom
vezanim za dno bunarića u mikrotitracionoj ploči i sa biotinizovanim antitelom. Nakon
ispiranja  dodaje  se  enzimski  konjugat  (Streptavidin-HRP)  koji  se  za  vreme  druge
inkubacije veže za hvatajuće antitelo. Detekcija TNF-α omogućena je reakcijom HRP
sa supstratom TMB. Reakcija se zatim prekida dodavanjem kiseline i intenzitet boje se
očitava spektrofotometrijski.
Reagensi  (biotinizovano  anti-TNF-α  antitelo,  streptavidin-HRP  enzimski
konjugat  i  pufer  za  ispiranje)  i  rastvori  standarda  su  pripremani  prema  uputstvu
proizvođača.  U  odgovarajuće  bunariće  mikrotitracione  ploče  obložene  antitelom na
TNF-α dodavani  su standardi  pripremljeni  po  uputstvu  i  ispitivani  uzorci  seruma u
zapremini  od 100 μg/ml, pri čemu je dnevna doza melatonina iznosila 85 μg po životinji, štol  u  duplikatu.  U bunariće  je  zatim dodavano po 50 μg/ml, pri čemu je dnevna doza melatonina iznosila 85 μg po životinji, štol  rastvora
biotinizovanog anti-TNF-α antitela. Nakon inkubacije u trajanju od 3 sata na sobnoj
temperaturi i ispiranja puferom za ispiranje na automatskom ispiraču mikrotitracionih
ploča, u bunariće je dodavano po 100 μg/ml, pri čemu je dnevna doza melatonina iznosila 85 μg po životinji, štol rastvora enzimskog konjugata (Streptavidin-
HRP). Nakon inkubacije u trajanju od 2 h na sobnoj temperaturi, mikrotitraciona ploča
je  ponovo  ispirana  puferom  za  ispiranje  na  automatskom  ispiraču  mikrotitracionih
ploča.  Nakon poslednjeg  ispiranja  dodavano je  po 100 μg/ml, pri čemu je dnevna doza melatonina iznosila 85 μg po životinji, štol  substrata  (TMB) u  svaki
bunarić. Nakon inkubacije od 20 minuta u tami reakcija je zaustavljena dodavanjem 50
μg/ml, pri čemu je dnevna doza melatonina iznosila 85 μg po životinji, štol stop rastvora nakon čega je na plejt čitaču merena apsorbanca na 450 nm. Na osnovu
apsorbanci  standarda  formirana  je  standardna  kriva  koja  je  upotrebljena  za
preračunavanje koncentracija TNF-α u uzorcima. Koncentracija TNF-α u ispitivanim
uzorcima je izražena u pmol/l. 
3.7.7. Određivanje koncentracije melatonina u serumu
Serumski  melatonin  je  meren  metodom  tečne  hromatografije  visokih
performansi (engl. High Performance Liquid Chromatography,  HPLC)  nakon  čvrsto-
tečne ekstrakcije (engl. Solid Phase Extraction – SPE), primenom neznatno modifikovane
metode Ozkan-a i sar. (2011).
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Za hromatografsku  analizu  korišćeni  su  metanol  i  acetonitril  HPLC stepena
čistoće (J. T. Baker, Avantor, Deventer, The Netherlands). Osnovni rastvor standarda
melatonina  (1  mg/ml)  je  pripremljen  u  metanolu  i  čuvan  na  -20°C.  Radni  rastvori
standarda melatonina željenih koncentracija su pripremani svakodnevno.
Postupak čvrsto-tečne ekstrakcije izvođen je pomoću kertridža Oasis HLB (1 cc,
30 mg; Waters Corporation, Milford, Massachusetts, USA). Kondicioniranje je izvršeno
propuštanjem najpre  1  ml  metanola,  a  zatim 1  ml  vode kroz  kertridž  radi  njegove
aktivacije. Zatim je 1 ml razblaženog seruma (0.5 ml seruma sa 0.5 ml vode) propušten
kroz  kolonu  radi  vezivanja  komponenti  matriksa  za  sorbens,  nakon  čega  je  uzorak
ispran  pomoću  1  ml  10% rastvora  metanola  u  vodi  u  cilju  uklanjanja  komponenti
matriksa, pri čemu je analit (melatonin) ostao vezan za sorbens. Eluiranje je izvedeno
pomoću  0,5  ml  metanola.  Eluat  je  evaporisan  pomoću  azota,  a  suvi  ostatak  je
rekonstituisan  u  100  µl  početne  mobilne  faze.  Dvadeset  mikrolitara  pripremljenog
uzorka je zatim ubrizgavano u HPLC sistem.
Hromatografska analiza je  obavljena na tečnom hromatografu Agilent  HPLC
1200 Series (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) opremljenim fluorescentnim
detektorom (λex  =  285 nm, λem  =  345 nm; PMT je bio 14 između 5,5 i 7,5 minuta).  
Melatonin je izdvojen na analitičkoj koloni Zorbax Eclipse AAA, 4,6 x 150 mm
i.d., 3,5 µm veličine čestica (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) na 30°C
upotrebom  gradijentne  elucije.  Hromatografska  mobilna  faza  sastojala  se  od  vode
(komponenta  A)  i  acetonitrila  (komponenta  B)  i  propuštana  je  pri  protoku  od  1,5
ml/min.  Retenciono vreme melatonina je  bilo  6,5 minuta.  Koncentracija  melatonina
izražena je u pg/ml.
3.7.8. Određivanje koncentracije tiobarbiturat reagujućih supstanci u 
homogenatu retine
Koncentracija tiobarbiturat  reagujućih   supstanci  (TBARS)  u  retini  je
određivana spektrofotometrijskom  metodom po Andreevoj i  sar.  (1988).  Metoda se
bazira na reakciji MDA sa tiobarbiturnom kiselinom, na visokoj temperaturi (95°C) i u
kiseloj sredini, pri čemu nastaje  hromogen (MDA-TBA2), čiji se intenzitet boje čita na
λ = 532 nm. Koncentracija TBARS izračunata je korišćenjem molarnog ekstinkcionog
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koeficijenta koji iznosi 1,54 x 105M-1cm-1  i izražava se μg/ml, pri čemu je dnevna doza melatonina iznosila 85 μg po životinji, štomol/l, a zatim preračunava na
mg proteina. 
3.7.9. Određivanje koncentracije proizvoda uznapredovale oksidacije 
proteina u homogenatu retine
Koncentracija proizvoda  uznapredovale  oksidacije  proteina (AOPP)  je
određivana spektrofotometrijskom metodom po Witko-Sarsat-u i sar. (1996). Kalibracija je
izvršena rastvorima hloramina-T, koji u prisustvu kalijum-jodida apsorbuje svetlost na λ
= 340nm. Koncentracije AOPP-a su izražene u μg/ml, pri čemu je dnevna doza melatonina iznosila 85 μg po životinji, štomol/l hloramin-T ekvivalenata, a zatim
preračunate na mg proteina.
3.7.10. Određivanje koncentracije inducibilne azot-monoksid sintaze u 
homogenatu retine
Koncentracija  iNOS  u  homogenatu  retine  određivana  je  enzimskim
imunoesejem (ELISA), u skladu sa uputstvom proizvođača (Rat Inducibile Nitric Oxide
Synthase ELISA Kit, Cusabio, College Park, US; kataloški broj CSB-E08325r). 
Procedura određivanja koncentracije iNOS zasniva se na kvantitativnoj sendvič tehnici
uz upotrebu dva monoklonska antitela specifična za iNOS (hvatajuće i detektujuće).
Hvatajuće  antitelo  je  vezano  za  dno  bunarića  mikrotitracione  ploče.  Detektujuće
antitelo  je  biotinizovano monoklonsko antitelo  koje  pored  iNOS vezuje  i  avidinom
obeležen enzimski konjugat (Avidin-HRP). Za vreme prve inkubacije, iNOS iz uzorka
se veže sa hvatajućim antitelom vezanim za dno bunarića u mikrotitracionoj ploči i
biotinizovanim antitelom. Nakon ispiranja dodaje se enzimski konjugat (Avidin-HRP)
koji se za vreme druge inkubacije veže za detektorsko antitelo. Detekcija proteina iNOS
omogućena  je reakcijom  HRP  sa  supstratom  TMB.  Reakcija  se  zatim  prekida
dodavanjem kiseline i  intenzitet  boje  se  očitava spektrofotometrijski.  Intenzitet  boje
proporcionalan je koncentraciji iNOS u prvom koraku.
Reagensi  (biotinizirano  anti-iNOS  antitelo,  avidin-HRP enzimski  konjugat  i
pufer za ispiranje) i rastvori standarda su pripremani prema uputstvu proizvođača. U
odgovarajuće bunariće mikrotitracione ploče obložene antitelom na iNOS dodavani su
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standardi pripremljeni po uputstvu i ispitivani uzorci u zapremini od 100 μg/ml, pri čemu je dnevna doza melatonina iznosila 85 μg po životinji, štol.  Nakon
inkubacije u trajanju od 2 sata na 37°C i uklanjanja tečnosti iz bunarića mikrotitracione
ploče bez pranja, u bunariće je dodavano po 100 μg/ml, pri čemu je dnevna doza melatonina iznosila 85 μg po životinji, štol rastvora biotinizovanog anti-iNOS
antitela. Nakon inkubacije u trajanju od 1 sata na 37°C i ispiranja puferom u bunariće je
dodavano po 100 μg/ml, pri čemu je dnevna doza melatonina iznosila 85 μg po životinji, štol rastvora enzimskog konjugata (avidin-HRP). Nakon inkubacije u
trajanju od 1 h na 37°C i  ispiranja  dodavano je  po 90 μg/ml, pri čemu je dnevna doza melatonina iznosila 85 μg po životinji, štol  substrata  (TMB) u svaki
bunarić. Nakon inkubacije od 20 minuta u tami, reakcija je zaustavljena dodavanjem 50
μg/ml, pri čemu je dnevna doza melatonina iznosila 85 μg po životinji, štol stop rastvora nakon čega je na plejt čitaču merena apsorbanca na 450nm. Na osnovu
apsorbanci  standarda  formirana  je  standardna  kriva  koja  je  upotrebljena  za
preračunavanje  koncentracija  iNOS  u  uzorcima.  Koncentracija  iNOS  u  ispitivanim
uzorcima je preračunata u IU/ml, a zatim izražena na mg proteina. 
3.7.11. Određivanje koncentracije vaskularnog endotelnog faktora 
rasta u homogenatu retine
Koncentracija  VEGF  u  homogenatu  retine  određivana  je  enzimskim
imunoesejem  (ELISA)  u  skladu  sa  uputstvom proizvođača  (Quantikine  ELISA Rat
VEGF, R&DSystems, Minneapolis, US; kataloški broj RRV00). Procedura određivanja
koncentracije VEGF zasniva se na kvantitativnoj sendvič imunoenzimskoj tehnici uz
upotrebu  dva  antitela  specifična  za  VEGF  (hvatajuće  i  detektujuće).  Hvatajuće
monoklonsko antitelo je  vezano za  dno bunarića  mikrotitracione ploče.  Detektujuće
poliklonsko antitelo je konjugovano sa peroksidazom iz rena (HRP). Enzim peroksidaza
rena detektuje se reakcijom sa supstratom TMB pri čemu se javlja plava boja. Rekcija
se zatim prekida dodavanjem kiseline, pri čemu se plava boja menja u žutu i intenzitet
boje  se  očitava  spektrofotometrijski.  Intenzitet  boje  proporcionalan  je  koncentraciji
VEGF u prvom koraku.
Reagensi  (konjugovano  anti-VEGF  antitelo,  pufer  za  ispiranje)  i  rastvori
standarda  su  pripremani  prema  uputstvu  proizvođača.  U  odgovarajuće  bunariće
mikrotitracione ploče obložene antitelom na VEGF dodavani su standardi pripremljeni
po uputstvu i ispitivani uzorci u zapremini od 50 μg/ml, pri čemu je dnevna doza melatonina iznosila 85 μg po životinji, štol. Nakon inkubacije u trajanju od 2
sata na sobnoj temperaturi i ispiranja na automatskom ispiraču mikrotitracionih ploča, u
bunariće je dodavano po 100 μg/ml, pri čemu je dnevna doza melatonina iznosila 85 μg po životinji, štol anti-VEGF konjugata. Nakon inkubacije u trajanju od 1
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sata na sobnoj teperaturi i ispiranja u bunariće je dodavano po 100 μg/ml, pri čemu je dnevna doza melatonina iznosila 85 μg po životinji, štol substrata (TMB).
Nakon inkubacije od 30 minuta u tami reakcija je zaustavljena dodavanjem 50 μg/ml, pri čemu je dnevna doza melatonina iznosila 85 μg po životinji, štol stop
rastvora  nakon  čega  je  na  plejt  čitaču  merena  apsorbanca  na  450  nm.  Na  osnovu
apsorbanci  standarda  formirana  je  standardna  kriva  koja  je  upotrebljena  za
preračunavanje koncentracija  VEGF u uzorcima.  Koncentracija  VEGF u ispitivanim
uzorcima je preračunata u pg/ml, a zatim izražena na mg proteina. 
3.7.12. Određivanje koncentracije solubilnog intercelularnog 
adhezionog molekula 1 u homogenatu retine
Koncentracija sICAM u serumu merena je pomoću komercijalnog ELISA kita,
uz  upotrebu  sICAM  pacova  kao  standarda  (Quantikine  ELISA Rat  sICAM/CD54,
R&DSystems, Minneapolis, US; kataloški broj RIC100). Princip, kao i procedura eseja
zasnivaju se na kvantitativnoj sendvič imunoenzimskoj tehnici uz upotrebu dva antitela
specifična  za  sICAM  (hvatajuće  i  detektujuće)  i  identični  su  principu  i  proceduri
opisanim  za  ELISA  kit  za  određivanje  koncentracije  sICAM  istog  proizvođača.
Apsorbanca  je  merena  na  plejt  čitaču  na  450 nm.  Na osnovu apsorbanci  standarda
formirana  je  standardna  kriva  koja  je  upotrebljena  za  preračunavanje  koncentracija
sICAM u uzorcima.  Koncentracija  je  preračunata  u ng/ml,  a  zatim izražena  na mg
proteina.
3.7.13. Određivanje koncentracije matriks metaloproteinaze 9 u 
homogenatu retine
Koncentracija MMP-9 u serumu merena je pomoću komercijalnog ELISA kita,
uz  upotrebu  MMP-9  pacova  kao  standarda  (Quantikine  ELISA  Rat  MMP-9,
R&DSystems, Minneapolis, US; kataloški broj RMP900). Princip, kao i procedura eseja
zasnivaju se na kvantitativnoj sendvič imunoenzimskoj tehnici uz upotrebu dva antitela
specifična  za  MMP-9  (hvatajuće  i  detektujuće)  i  identični  su  principu  i  proceduri
opisanim  za  ELISA  kit  za  određivanje  koncentracije  MMP-9  istog  proizvođača.
Apsorbanca  je  merena  na  plejt  čitaču  na  450 nm.  Na osnovu apsorbanci  standarda
formirana  je  standardna  kriva  koja  je  upotrebljena  za  preračunavanje  koncentracija
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MMP-9 u uzorcima.  Koncentracija  je  preračunata u pg/ml,  a  zatim izražena  na mg
proteina.
3.7.14. Određivanje koncentracije kaspaze-3 u homogenatu retine
Koncentracija  kaspaze-3  u  homogenatu  retine  određivana  je  enzimskim
imunoesejem (ELISA) u skladu sa uputstvom proizvođača (Glory Science Co, Ltd.,
Shangai,  China).  Procedura  određivanja  koncentracije  kaspaze-3  zasniva  se  na
kvantitativnoj sendvič imunoenzimskoj tehnici uz upotrebu dva monoklonska antitela
specifična za kaspazu-3 (hvatajuće i detektujuće). Hvatajuće antitelo je vezano za dno
bunarića  mikrotitracione  ploče.  Detektujuće  antitelo  je  antitelo  konjugovano  sa
peroksidazom  iz  rena  (HRP).  Enzim  peroksidaza  rena  detektuje  se  reakcijom  sa
supstratom TMB pri čemu se javlja plava boja. Reakcija se zatim prekida dodavanjem
kiseline,  pri  čemu  se  plava  boja  menja  u  žutu  i  intenzitet  boje  se  očitava
spektrofotometrijski. Intenzitet boje proporcionalan je koncentraciji kaspaze-3 u prvom
koraku.
Reagensi  (konjugovano  anti-kaspaza-3  antitelo,  pufer  za  ispiranje)  i  rastvori
standarda  su  pripremani  prema  uputstvu  proizvođača.  U  odgovarajuće  bunariće
mikrotitracione  ploče  obložene  antitelom  na  kaspazu-3  dodavani  su  standardi
pripremljeni  po uputstvu i  ispitivani  uzorci  (razblaženje 1:4)  u zapremini  od 50 μg/ml, pri čemu je dnevna doza melatonina iznosila 85 μg po životinji, štol.
Nakon  inkubacije  u  trajanju  od  30  minuta  na  temperaturi  od  37°C  i  ispiranja  na
automatskom ispiraču mikrotitracionih ploča, u bunariće je dodavano po 50 μg/ml, pri čemu je dnevna doza melatonina iznosila 85 μg po životinji, štol HRP
konjugata. Nakon inkubacije u trajanju od 30 minuta na temperaturi od 37°C i ispiranja
u bunariće je dodavano po 50 μg/ml, pri čemu je dnevna doza melatonina iznosila 85 μg po životinji, štol hromogena A i B. Nakon inkubacije od 15 minuta u
tami, na temperaturi od 37°C reakcija je zaustavljena dodavanjem 50 μg/ml, pri čemu je dnevna doza melatonina iznosila 85 μg po životinji, štol stop rastvora
nakon čega je na plejt  čitaču merena apsorbanca na 450 nm. Na osnovu apsorbanci
standarda  formirana  je  standardna  kriva  koja  je  upotrebljena  za  preračunavanje
koncentracija kaspaze-3 u uzorcima. Koncentracija kaspaze-3 u ispitivanim uzorcima je
preračunata u pmol/l, a zatim izražena na mg proteina. 
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3.7.15. Određivanje koncentracije proteina u homogenatu retine
Koncentracija proteina u homogenatu retine određivana je metodom po Lauriju
uz upotrebu goveđeg serum albumina kao standarda (Lowry i sar., 1951). 
Metoda se zasniva na biuretskoj reakciji peptidnih veza proteina i Cu2+ jona u
alkalnoj sredini i reakciji fosfomolibdensko-fosfovolframovog reagensa sa tirozinom i
triptofanom  sadržanim  u  proteinima.  Intenzitet  boje  je  meren  na  λ  =  630  nm.
Koncentracije  proteina  očitavane  su  sa  standardne  krive  konstruisane  na  osnovu
standardnih koncentracija goveđeg serum albumina. 
3.8. Statistička obrada podataka
Statistička analiza prikupljenih podataka obavljena je pomoću programa IBM®
SPSS® Statistics 21.0. Podaci su izraženi kao srednja vrednost ± standardna devijacija
za sve ispitivane parametre. Shapiro-Wilk-ov test je korišćen za testiranje normalnosti
distribucije.  Poređenje  kontinualnih  varijabli  je  izvedeno  upotrebom parametrijskog
testa  jednostruka  ANOVA  (Tukey-jev  post-hoc  test)  za  parametre  sa  normalnom
distribucijom  i  neparametrijskog  Kruskal-Wallis-ovog  H  testa  (neparametrijska
jednostruka ANOVA ) za varijable koje nemaju normalnu distribuciju (Dunn-ov post-
hoc  test).  Linearne  veze  između  kvantitativnih  varijabli  utvrđivane  su  upotrebom
Pearson-ovog testa za parametrijske i Spearman-ovog testa za neparametrijske podatke.
Nivo značajnosti za sve statističke testove bio je 5% (p < 0,05).
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4. Rezultati
4.1. Telesna masa, unos hrane i vode eksperimentalnih 
životinja
U tabeli 2 prikazane su inicijalna telesna masa (izmerena na početku 5. nedelje)
i  finalna  telesna  masa  životinja  (izmerena  na  kraju  6.  nedelje),  indeks  specifičnog
porasta  telesne  mase,  unos hrane,  unos vode po životinji  za  vreme trajanja  terapije
melatoninom i metforminom . 
Tabela 2.  Inicijalna telesna masa, finalna telesna masa, indeks specifičnog porasta telesne mase, unos





































30,5±2,1 31,1±1,7 28,4±2,2 36.6±3.2a 29,1±3,7b 25,3±4,3a,b
Unos vode
(ml/dan) 41.2±3,9 40,2±5,0 41,8±2,6 56.7±6,2a 44,6±5,6b 40,8±5,9b
K – kontrolna grupa, MEL – kontrolna grupa tretirana melatoninom, MET – kontrolna grupa tretirana
metforminom, STZ/NA – dijabetična grupa, STZ/NA+MEL – dijabetična grupa tretirana melatoninom,
STZ/NA+MET – dijabetična grupa tretirana metforminom.
Podaci su izraženi kao srednja vrednost±standardna devijacija 
Vrednosti označene superskriptom imaju statističku značajnost, P < 0,05
a u odnosu na kontrolnu grupu
b u odnosu na STZ/NA grupu
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Podaci  koji  se  odnose  na  prethodni  period  aklimatizacije  i  formiranja
eksperimentalnog  modela  dijabetesa  melitusa  tip  2  (od  nulte  do  pete  nedelje),  nisu
prikazani,  jer  nisu zabeležene statistički značajne razlike između grupa za navedene
parametre.
U toku posmatranog perioda nije zabeležena značajna razlika u telesnoj masi
između ispitivanih grupa, ali je zabeležen statistički značajno viši indeks specifičnog
porasta telesne mase u grupi životinja sa dijabetesom melitusom tip 2, što znači da su
ove životinje imale veći porast telesne mase po kilogramu telesne težine u ispitivanom
periodu.  Takođe,  uočeno  je  da  je  ispitivani  indeks  niži  kod  životinja  tretiranih
melatoninom (p < 0,001) ili metforminom (p < 0,001).
Unos hrane i vode u toku posmatranog perioda takođe je bio viši kod životinja
sa dijabetesom melitusom tipa 2 (p < 0,001). Životinje sa dijabetesom melitusom tip 2
tretirane melatoninom ili metforminom imale su značajno manji unos hrane i vode u
odnosu  na  netretirane  životinje.  Efekat  metformina  na  unos  hrane  kod  dijabetičnih
životinja  bio je  posebno naglašen,  pri  čemu je  sličan  obrazac sniženja  unosa hrane
primećen i kod zdravih životinja tretiranih metforminom, ali su razlike u odnosu na
netretiranu grupu bile bez statističke značajnosti. 
4.2. Koncentracija glukoze u krvi eksperimentalnih životinja 
Koncentracija glukoze u krvi je, očekivano, bila značajno viša kod životinja sa
dijabetesom  melitusom  tip  2  u  poređenju  sa  kontrolnom  grupom  nakon  2  sata
(STZ/NA:10,81 ± 0,61 u poređenju sa K: 6,53 ± 0,75 mmol/l; p < 0,001) i 8 sati (STZ/
NA: 6,51 ± 0,34 u poređenju sa K: 4,82 ± 0,19 mmol/l; p < 0,001) gladovanja. 
Životinje tretirane melatoninom su imale nižu koncentraciju glukoze u krvi u
odnosu na netretirane životinje  posle  2 sata  (STZ/NA+MEL:  9,82  ±  0,30 mmol/l  u
poređenju sa STZ/NA, p < 0,001; MEL: 6,38 ± 0,63 mmol/l u poređenju sa K, NS) i 8
sati (STZ/NA+MEL: 5,30±0,29 mmol/l u poređenju sa STZ/NA, p < 0,001; MEL: 4,58
± 0,42 mmol/l u poređenju sa K, NS) gladovanja.
Životinje tretirane metforminom, takođe su imale nižu koncentraciju glukoze u
krvi u odnosu na netretirane životinje posle 2 sata (STZ/NA+MET: 9,2 ± 0,42 mmol/l u
poređenju sa STZ/NA, p < 0,001; MEL: 6,54 ± 0,68 mmol/l u poređenju sa K, NS) i 8
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sati (STZ/NA+MET: 4,54 ± 0,33 mmol/l u poređenju sa  STZ/NA, p < 0,001;  MET:
4,03 ± 0,21 mmol/l u poređenju sa K; p < 0,001) gladovanja (grafikon 1).
Grafikon 1. Koncentracija glukoze u krvi eksperimentalnih životinja izmerena nakon a) 2 i nakon b) 8
sati gladovanja (mmol/l). Sve vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost ± standardna devijacija. K
– kontrolna  grupa,  MEL – kontrolna  grupa tretirana  melatoninom, MET – kontrolna  grupa tretirana
metforminom, STZ/NA – dijabetična grupa, STZ/NA+MEL – dijabetična grupa tretirana melatoninom,
STZ/NA+MET – dijabetična grupa tretirana metforminom. Testom jednostruka ANOVA (Tukey-jev post-
hoc test) utvrđena je statistički značajna razlika u koncentraciji glukoze u krvi između ispitivanih grupa;
a, p < 0,05 u poređenju sa K; b, p < 0,05 u poređenju sa STZ/NA.
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4.3. Koncentracija fruktozamina u serumu eksperimentalnih 
životinja
Koncentracija  fruktozamina  (nastalog  glikacijom albumina)  u  serumu,  kao  i
efekti  aplikacije  melatonina ili  metformina na koncentraciju  fruktozamina u serumu
ispitivanih životinja prikazani su na grafikonu 2. 
Grafikon 2.  Koncentracija  fruktozamina u serumu eksperimentalnih životinja (mol/l).  K – kontrolna
grupa, MEL – kontrolna grupa tretirana melatoninom, MET – kontrolna grupa tretirana metforminom,
STZ/NA – dijabetična grupa, STZ/NA+MEL – dijabetična grupa tretirana melatoninom, STZ/NA+MET
– dijabetična grupa tretirana metforminom. Kruskal-Wallis-ov test je pokazao statistički značajnu razliku
u  koncentraciji  fruktozamina između  ispitivanih  grupa  χ2  (5) = 23,151,  p < 0,001  (srednje  vrednosti
rangova 14,75 za grupu K; 9,83 za grupu MEL; 9,60 za grupu MET; 32,13 za grupu STZ/NA; 14,30 za
grupu  STZ/NA+MEL;  21,44  za  grupu  STZ/NA+MET).  Dunn-ovim  post-hoc  testom  utvrđena  je
statistički značajna razlika u koncentraciji fruktozamina u serumu između ispitivanih grupa; a, p<0,05 u
poređenju sa K; b, p<0,05 u poređenju sa STZ/NA.
Koncentracija fruktozamina je bila viša kod životinja sa dijabetesom melitusom
tip 2 u odnosu na zdrave životinje (STZ/NA: 1,45 ± 0,12 mol/l u poređenju sa K:1,04 ±
0,06  mol/l;  p  <  0,01).  Životinje  tretirane  melatoninom  imale  su  niže  vrednosti
fruktozamina u odnosu na netretirane životinje (STZ/NA+MEL:  1,04 ± 0,018 mol/l u
poređenju  sa  STZ/NA, p  < 0,01;  MEL:  0,98  ± 0,09  mol/l  u  poređenju  sa  K, NS).
Životinje tretirane metforminom takođe su imale niže vrednosti fruktozamina u odnosu
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na netretirane životinje (STZ/NA+MET: 1,14 ± 0,11 mol/l u poređenju sa STZ/NA, p <
0,05; MET: 0,98 ± 0,08 mol/l u poređenju sa K, NS).
4.4. Koncentracija insulina u serumu eksperimentalnih 
životinja 
Koncentracija  insulina  u  krvi  nakon  osmočasovnog  gladovanja,  kao  i  efekti
primene melatonina ili metformina na njegove vrednosti prikazani su na grafikonu 3. 
Grafikon  3. Koncentracija  insulina  u  serumu  eksperimentalnih  životinja  (pmol/l).  Sve  vrednosti  su
predstavljene kao srednja vrednost ± standardna devijacija. K – kontrolna grupa, MEL – kontrolna grupa
tretirana melatoninom, MET – kontrolna grupa tretirana metforminom, STZ/NA – dijabetična grupa,
STZ/NA+MEL – dijabetična grupa tretirana melatoninom, STZ/NA+MET – dijabetična grupa tretirana
metforminom. Testom jednostruka ANOVA (Tukey-jev post-hoc test)  utvrđena je  statistički  značajna
razlika u koncentraciji insulina u serumu između ispitivanih grupa; a, p < 0,05 u poređenju sa K; b, p <
0,05 u poređenju sa STZ/NA.
Nije  utvrđeno  postojanje  statistički  značajne  razlike  u  koncentraciji  insulina
između grupe životinja sa dijabetesom melitusom tip 2 i  kontrolne grupe (STZ/NA:
191,18 ± 16,31 pmol/l u poređenju sa K: 217,15 ± 21,25 pmol/l, NS, p = 0,158) iako je
koncentracija cirkulišućeg insulina bila niža kod životinja sa dijabetesom melitusom tip
2.  Značajno niža koncentracija insulina nađena je kod grupa tretiranih melatoninom u
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odnosu na odgovarajuće netretirane grupe (STZ/NA u poređenju sa STZ/NA+MEL:
120,56 ± 11,04 pmol/l, p < 0,001; MEL: 172,26 ± 9,94 pmol/l u poređenju sa K, p <
0,01) i grupe tretirane metforminom (STZ/NA+MET u poređenju sa STZ/NA+MEL, p
< 0,001; MET u poređenju sa MEL, p < 0,001). Životinje tretirane metforminom imale
su više koncentracije cirkulišućeg insulina od netretiranih životinja, ali je ovaj efekat
bio statistički značajan samo kod životinja sa dijabetesom melitusom tipa 2 (STZ/NA u
poređenju sa STZ/NA+MET: 218,27 ± 27,33 pmol/l, p < 0,05; MET: 231,67 ± 16,09
pmol/l u poređenju sa K, NS).
4.5. Vrednosti kvantitativnog indeksa provere insulinske 
senzitivnosti kod eksperimentalnih životinja
Kvantitativni indeks provere insulinske senzitivnosti (QUICKI) je preračunat iz
vrednosti glikemije i insulina i vrednosti su predstavljene na grafikonu 4. 
Grafikon  4. Vrednosti  kvantitativnog  indeksa  provere  insulinske  senzitivnosti  kod  eksperimentalnih
životinja.  Sve vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost ± standardna devijacija.  K – kontrolna
grupa, MEL – kontrolna grupa tretirana melatoninom, MET – kontrolna grupa tretirana metforminom,
STZ/NA – dijabetična grupa, STZ/NA+MEL – dijabetična grupa tretirana melatoninom, STZ/NA+MET
–  dijabetična  grupa  tretirana  metforminom.  Testom  jednostruka  ANOVA (Tukey-jev  post-hoc  test)
utvrđena je statistički značajna razlika u vrednostima QUICKI između ispitivanih grupa; a, p < 0,05 u
poređenju sa K; b, p < 0,05 u poređenju sa STZ/NA.
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Nisu zabeležene značajne razlike u vrednosti QUICKI indeksa između grupe sa
dijabetesom melitusom tip 2 i kontrolne grupe (STZ/NA: 0,45 ± 0,01 u poređenju sa K:
0,46 ± 0,01, NS). Ipak, QUICKI indeks je bio viši u grupama životinja sa dijabetesom
melitusom tip 2 tretiranim melatoninom (K u poređenju sa K+MEL: 0,49 ± 0,01, NS;
STZ/NA u poređenju sa STZ/NA+MEL: 0,51 ± 0,23, p < 0,001) ili metforminom (K u
poređenju sa K+MET: 0,48 ± 0,02, NS; STZ/NA u poređenju sa STZ/NA+MET:0,48 ±
0,36, p < 0,05). Vrednosti QUICKI indeksa u grupi životinja sa dijabetesom melitusom
tip 2, tretiranim melatoninom, bile su statistički značajno više u odnosu na one nađene u
kotrolnoj grupi (STZ/NA+MET u poređenju sa K, p < 0,01).
4.6. Koncentracija triglicerida, ukupnog, LDL i HDL 
holesterola u serumu eksperimentalnih životinja
Vrednosti  serumskih lipida prikazane su u tabeli  3. Koncentracija triglicerida
nije se značajno razlikovala između grupe životinja sa dijabetesom melitusom tip 2 i
kontrolne grupe.  Ipak,  niže koncentracije triglicerida su nađene u grupi životinja sa
dijabetesom  melitusom  tip  2  tretiranih  melatoninom  (STZ/NA  u  poređenju  sa
STZ/NA+MEL,  p <  0,05).  Trigliceridi  su,  takođe,  bili  niži  u  grupi  životinja  sa
dijabetesom melitusom tip  2 tretiranim metforminom, ali  razlika nije  bila  statistički
značajna. Ukupni holesterol u grupi životinja sa dijabetesom melitusom tip 2 je bio niži
u  odnosu  na  kontrolnu  grupu  (K  u  poređenju  sa  STZ/NA,  p < 0,001).  Zabeleženo
sniženje ukupnog holesterola kod životinja sa dijabetsom melitusom tip 2 nastalo je
zbog  sniženja  HDL frakcije  (STZ/NA u  poređenju  sa  K,  p < 0,001),  pri  čemu  se
koncentracija LDL frakcije kod ispitivanih životinja nije značajnije menjala (STZ/NA u
poređenju sa K, NS). 
Ni  melatonin,  ni  metformin  nisu  ostvarili  statistički  značajni  efekat  na  nivo
ukupnog i LDL holesterola kod eksperimentalnih životinja, iako su izmerene vrednosti
ukupnog holesterola kod životinja tretiranih melatoninom sa dijabetesom melitusom tip
2  bile  nešto  više  u  odnosu  na  na  vrednosti  izmerene  kod  netretiranih  životinja
(STZ/NA+MEL u  poređenju  sa  STZ/NA,  p = 0,071).  Izmerena  koncentracija  HDL
holesterola  kod životinja  tretiranih  melatoninom bila  je  značajno  viša  u  odnosu na
netretirane  životinje  sa  dijabetsom melitusom tip  2  (STZ/NA+MEL u poređenju  sa
STZ/NA, p < 0,001). 
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0,42±0,01 0,41±0,01 0,42±0,02 0,40±0,02 0,39±0,15 0,38±0,01
LDL/HDL 
holesterol
0,27±0,01 0,28±0,02 0,28±0,02 0,34±0,03a 0,28±0,02b 0,31±0,01
K – kontrolna grupa, MEL – kontrolna grupa tretirana melatoninom, MET – kontrolna grupa tretirana
metforminom, STZ/NA – dijabetična grupa, STZ/NA+MEL – dijabetična grupa tretirana melatoninom,
STZ/NA+MET – dijabetična grupa tretirana metforminom.
Podaci su izraženi kao srednja vrednost±standardna devijacija. 
Vrednosti označene superskriptom imaju statističku značajnost.
a u odnosu na kontrolnu grupu, p < 0,05;
b u odnosu na STZ/NA grupu, p < 0,05.
Odnos LDL/HDL holesterola bio je značajno viši kod životinja sa dijabetesom
melitusom tip 2 u odnosu na kontrolnu grupu (STZ/NA u poređenju sa K, p < 0,001).
Životinje sa dijabetesom melitusom tip 2 tretirane melatoninom imale su značajno niži
odnos  LDL/HDL u  odnosu  na  netretirane  životinje  (STZ/NA+MEL u poređenju  sa
STZ/NA,  p  <  0,001).  Terapija  metforminom  nije  izazvala  značajne  promene  ovog
odnosa (STZ/NA+MET u poređenju sa STZ/NA, NS)
4.7. Koncentracija melatonina u serumu eksperimentalnih 
životinja
Koncentracija melatonina u serumu prikazana je na grafikonu 5. Koncentracija
melatonina izmerena u serumu životinja sa dijabetesom melitusom tip 2 bila je značajno
niža u odnosu na koncentraciju izmerenu u kontrolnoj grupi (STZ/NA: 15,13 ± 2,94 pg/
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ml  u  poređenju  sa  K:  41,34  ±  3,26  pg/ml,  p  <  0,05).  Očekivano,  koncentracija
melatonina je bila viša u grupi tretiranih životinja (STZ/NA+MEL: 38,80 ± 7,28 pg/ml
u poređenju sa STZ/NA, p < 0,05; K+MEL: 52,32 ± 2,06 pg/ml u poređenju sa K, p <
0,05).  Koncentracija  melatonina  izmerena  u  grupi  zdravih  životinja  i  životinja  sa
dijabetesom melitusom tip 2 koje su dobijale metformin nije se značajno razlikovala u
odnosu na netretirane životinje (K+MET: 42,82 ± 4,10 pg/ml u poređenju sa K, NS;
STZ/NA+MET: 9,80 ± 1,86 pg/ml u poređenju sa STZ/NA, NS).
Grafikon  5.  Koncentracija  melatonina  u  serumu eksperimentalnih  životinja  (pg/ml).  K  –  kontrolna
grupa, MEL – kontrolna grupa tretirana melatoninom, MET – kontrolna grupa tretirana metforminom,
STZ/NA – dijabetična grupa, STZ/NA+MEL – dijabetična grupa tretirana melatoninom, STZ/NA+MET
– dijabetična grupa tretirana metforminom. Kruskal-Wallis-ov test je pokazao statistički značajnu razliku
u koncentraciji melatonina između ispitivanih grupa χ2 (5) = 28,965, p < 0,001 (srednje vrednosti rangova
20,00 za grupu K; 31,50 za grupu K+MEL; 22,00 za grupu K+MET; 8,71 za grupu STZ/NA; 19,67 za
grupu STZ/NA+MEL; 3,40 za grupu STZ/NA+MET). Dunn-ovim post-hoc testom utvrđena je statistički
značajna razlika u koncentraciji melatonina u serumu između ispitivanih grupa; a, p < 0,05 u poređenju sa
K; b, p < 0,05 u poređenju sa STZ/NA.
4.8. Koncentracija faktora nekroze tumora-α u serumu 
eksperimentalnih životinja
Koncentracija TNF-α u serumu je prikazana na grafikonu 6. Koncentracija TNF-
α  je  bila  viša  u  grupi  životinja  sa  dijabetesom  melitusom  tip  2  u  poređenju  sa
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kontrolnom grupom (STZ/NA: 13,21 ± 0,41 pg/ml u poređenju sa K: 11,27 ± 0,48
pg/ml; p < 0.01). U poređenju sa netretiranim životinjama sa dijabetesom melitusom
tipa  2,  koncentracija  TNF-α u serumu bila  je  značajno niža kod životinja  tretiranih
melatoninom  (STZ/NA+MEL:  11,34  ±  0.28  pg/ml;  p  <  0.01)  ili  metforminom
(STZ/NA+MET: 10,92 ± 0,62 pg/ml, p < 0.001).
Grafikon 6. Koncentracija TNF-α u serumu eksperimentalnih životinja (pg/ml).  K – kontrolna grupa,
MEL – kontrolna grupa tretirana melatoninom, MET – kontrolna grupa tretirana metforminom, STZ/NA
–  dijabetična  grupa,  STZ/NA+MEL  –  dijabetična  grupa  tretirana  melatoninom,  STZ/NA+MET  –
dijabetična grupa tretirana metforminom. Kruskal-Wallis-ov test je pokazao statistički značajnu razliku u
koncentraciji TNF-α između ispitivanih grupa χ2 (5) = 23,277, p < 0,001 (srednje vrednosti rangova 22,60
za  grupu K;  14,14 za  grupu MEL; 18,21 za  grupu MET; 39,50 za grupu STZ/NA; 24,14 za grupu
STZ/NA+MEL;  13,50  za  grupu  STZ/NA+MET).  Dunn-ovim post-hoc  testom  utvrđena  je  statistički
značajna razlika u koncentraciji TNF-α u serumu između ispitivanih grupa; a, p < 0,05 u poređenju sa K;
b, p < 0,05 u poređenju sa STZ/NA.
4.9. Koncentracija tiobarbiturat reagujućih supstanci u 
homogenatu retine
Kao  što  je  prikazano  na  grafikonu  7,  koncentracija  tiobarbiturat  reagujućih
supstanci  (TBARS)  u  homogenatu  retine  je  bila  značajno  viša  kod  životinja  sa
dijabetesom melitusom tip 2 u poređenju sa kontrolnom grupom (STZ/NA: 4,09 ± 0,39
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u  poređenju  sa  K:  2,98  ±  0,26  nmol/mg  proteina;  p  <  0,001).  Grupe  tretirane
melatoninom imale su niže vrednosti TBARS u homogenatu retine, pri čemu je razlika
bila statistički značajna kod životinja sa dijabetesom melitusom tip 2 (STZ/NA+MEL:
3,38 ± 0,15 nmol/mg u poređenju sa STZ/NA, p < 0,01; MEL: 2,90 ± 0,32 nmol/mg u
poređenju  sa  K, NS).  Životinje  tretirane  metforminom  nisu  pokazale  sniženje
koncentracije  TBARS  u  homogenatu  retine  u  odnosu  na  netretirane  životinje
(STZ/NA+MET: 4,15 ± 0,64 nmol/mg u poređenju sa STZ/NA, NS; MET: 2,82 ± 0,21
nmol/mg u poređenju sa K, NS) .
Grafikon 7.  Koncentracija TBARS u tkivu retine eksperimentalnih životinja (nmol/mg proteina). Sve
vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost ± standardna devijacija. K – kontrolna grupa, MEL –
kontrolna  grupa  tretirana  melatoninom,  MET –  kontrolna  grupa  tretirana  metforminom,  STZ/NA –
dijabetična  grupa,  STZ/NA+MEL  –  dijabetična  grupa  tretirana  melatoninom,  STZ/NA+MET  –
dijabetična grupa tretirana metforminom. Testom jednostruka ANOVA (Tukey-jev post-hoc test) utvrđena
je statistički značajna razlika u koncentraciji TBARS u tkivu retine između ispitivanih grupa; a, p < 0,05
u poređenju sa K; b, p < 0,05 u poređenju sa STZ/NA.
4.10. Koncentracija proizvoda uznapredovale oksidacije 
proteina u homogenatu retine
Koncentracija proizvoda uznapredovale oksidacije proteina (AOPP; grafikon 8)
je  takođe bila  značajno viša  kod životinja  sa  poremećenom tolerancijom glukoze  u
odnosu na kontrolnu grupu (STZ/NA: 34,49 ± 3,21 u poređenju sa  K: 26,26 ± 3,16
nmol/mg  proteina;  p  <  0,001).  Životinje  sa  dijabetesom  melitusom  tip  2  tretirane
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melatoninom  imale  su  niže  koncentracije  AOPP u  homogenatu  retine  u  odnosu  na
netretirane životinje (STZ/NA+MEL: 27,98 ± 3,67 nmol/mg u poređenju sa STZ/NA, p
<  0,01;  MEL:  27,77  ±  2,87 nmol/mg  u  poređenju  sa  K, NS).  Životinje  tretirane
metforminom imale  su  niže  koncentracije  AOPP u  homogenatu  retine  u  odnosu na
netretirane životinje, ipak nađena razlika nema statističku značajnost (STZ/NA+MET:
31,01 ± 2,02 nmol/mg u poređenju sa  STZ/NA, NS;  MET: 23,95 ± 2,09 nmol/mg u
poređenju sa K, NS) .
Grafikon 8. Koncentracija  AOPP u tkivu  retine  eksperimentalnih životinja  (nmol/mg proteina).  Sve
vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost ± standardna devijacija. K – kontrolna grupa, MEL –
kontrolna  grupa  tretirana  melatoninom,  MET –  kontrolna  grupa  tretirana  metforminom,  STZ/NA –
dijabetična  grupa,  STZ/NA+MEL  –  dijabetična  grupa  tretirana  melatoninom,  STZ/NA+MET  –
dijabetična grupa tretirana metforminom. Testom jednostruka ANOVA (Tukey-jev post-hoc test) utvrđena
je statistički značajna razlika u koncentraciji AOPP u tkivu retine između ispitivanih grupa; a, p < 0,05 u
poređenju sa K; b, p < 0,05 u poređenju sa STZ/NA.
4.11. Koncentracija inducibilne azot-monoksid sintaze u 
homogenatu retine
Koncentracija  iNOS  u  homogenatu  retine  prikazana  je  na  grafikonu  9.
Koncentracija iNOS u homogenatu retine bila je značajno viša u grupi sa dijabetesom
melitusom  tip  2  u  odnosu  na  kontrolnu  grupu  (STZ/NA:  16,22  ±  1,33  IU/mg  u
poređenju sa K:  13,22  ± 0,68 IU/mg proteina; p < 0,001).  Životinje sa dijabetesom
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melitusom tip  2  tretirane  melatoninom imale  su  niže  vrednosti  iNOS u  odnosu  na
netretirane životinje (STZ/NA+MEL: 13,80 ± 1,15 IU/mg u poređenju sa STZ/NA, p <
0,01).  Metformin  nije  ostvario  statistički  značajan  efekat  na  koncentraciju  iNOS  u
retini, iako su koncentracije iNOS i kod životinja tretiranih metforminom bile niže u
odnosu na one izmerene kod netretiranih životinja (STZ/NA+MET: 14,51 ± 1,03 IU/mg
u poređenju sa STZ/NA, p = 0,142, NS).
Grafikon  9.  Koncentracija  iNOS  u  tkivu  retine  eksperimentalnih  životinja  (IU/mg  proteina).  Sve
vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost ± standardna devijacija. K – kontrolna grupa, MEL –
kontrolna  grupa  tretirana  melatoninom,  MET –  kontrolna  grupa  tretirana  metforminom,  STZ/NA –
dijabetična  grupa,  STZ/NA+MEL  –  dijabetična  grupa  tretirana  melatoninom,  STZ/NA+MET  –
dijabetična grupa tretirana metforminom. Testom jednostruka ANOVA (Tukey-jev post-hoc test) utvrđena
je statistički značajna razlika u koncentraciji iNOS u tkivu retine između ispitivanih grupa; a, p < 0,05 u
poređenju sa K; b, p < 0,05 u poređenju sa STZ/NA.
4.12. Koncentracija vaskularnog endotelnog faktora rasta u 
homogenatu retine
Kao što je  prikazano na grafikonu 10,  koncentracija  vaskularnog endotelnog
faktora rasta (VEGF) u homogenatu retine je bila značajno viša u grupi životinja sa
dijabetesom melitusom tip  2 u odnosu na  kontrolnu  grupu  (STZ/NA:  27,48  ±  2,48
pg/mg u poređenju sa K: 22,15 ± 3,61 pg/mg proteina; p < 0.05). Životinje sa dijabetesom
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melitusom tip 2 tretirane melatoninom imale su niže vrednosti VEGF-a u odnosu na
netretirane životinje (STZ/NA+MEL: 22,85 ± 2,40 pg/mg u poređenju sa STZ/NA, p <
0,05). Životinje tretirane metforminom takođe su imale niže vrednosti VEGF, ali razlika
nije  bila  statistički  značajna  (STZ/NA+MET:  23,95  ±  0,85  pg/mg  u  poređenju  sa
STZ/NA, p = 0,182) 
Grafikon 10. Koncentracija VEGF-a u tkivu retine eksperimentalnih životinja (pg/mg proteina).  Sve
vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost ± standardna devijacija. K – kontrolna grupa, MEL –
kontrolna  grupa  tretirana  melatoninom,  MET –  kontrolna  grupa  tretirana  metforminom,  STZ/NA –
dijabetična  grupa,  STZ/NA+MEL  –  dijabetična  grupa  tretirana  melatoninom,  STZ/NA+MET  –
dijabetična grupa tretirana metforminom. Testom jednostruka ANOVA (Tukey-jev post-hoc test) utvrđena
je statistički značajna razlika u koncentraciji VEGF u tkivu retine između ispitivanih grupa; a, p < 0,05 u
poređenju sa K; b, p < 0,05 u poređenju sa STZ/NA.
4.13. Koncentracija solubilnog intercelularnog adhezionog 
molekula 1 u homogenatu retine
Koncentracija  sICAM-1  u  homogenatu  retine  prikazana  je  na  grafikonu  11.
Koncentracija  sICAM-1  je  bila  značajno  viša  u  grupi  životinja  sa  dijabetesom
melitusom tip 2 u odnosu na kontrolnu grupu (STZ/NA: 0,56 ± 0,12 u poređenju sa K:
0,41 ± 0,07 ng/mg proteina; p < 0.05). Ni melatonin ni metformin nisu ispoljili značajne
efekte na koncentraciju sICAM-1 u homogenatu retine.
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Grafikon 11. Koncentracija sICAM-1 u tkivu retine eksperimentalnih životinja (ng/mg proteina).  Sve
vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost ± standardna devijacija. K – kontrolna grupa, MEL –
kontrolna  grupa  tretirana  melatoninom,  MET –  kontrolna  grupa  tretirana  metforminom,  STZ/NA –
dijabetična  grupa,  STZ/NA+MEL  –  dijabetična  grupa  tretirana  melatoninom,  STZ/NA+MET  –
dijabetična grupa tretirana metforminom. Testom jednostruka ANOVA (Tukey-jev post-hoc test) utvrđena
je statistički značajna razlika u koncentraciji sICAM-1 u tkivu retine između ispitivanih grupa; a, p < 0,05
u poređenju sa K; b, p < 0,05 u poređenju sa STZ/NA.
4.14. Koncentracija matriks metaloproteinaze 9 u 
homogenatu retine
Koncentracija  MMP-9  u  homogenatu  retine  prikazana  je  na  grafikonu  12.
Koncentracija MMP-9 u homogenatu retine bila je značajno viša u grupi sa dijabetesom
melitusom tip 2 u odnosu na kontrolnu grupu (STZ/NA: 86,43 ± 8.58 u poređenju sa K:
47,41  ± 15,06 pg /mg proteina; p < 0.001).  Životinje sa dijabetesom melitusom tip 2
tretirane melatoninom imale su niže vrednosti MMP-9 u odnosu na netretirane životinje
(STZ/NA+MEL: 61,38 ± 13,75 pg/mg u poređenju sa STZ/NA, p < 0,05). Metformin je
ostvario još izraženiji efekat na koncentraciju MMP-9 u retini (STZ/NA+MET: 57,03 ±
11,98 pg/mg u poređenju sa STZ/NA, p < 0,01) 
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Grafikon 12. Koncentracija  MMP-9 u tkivu retine eksperimentalnih životinja  (pg/mg proteina).  Sve
vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost ± standardna devijacija. K – kontrolna grupa, MEL –
kontrolna  grupa  tretirana  melatoninom,  MET –  kontrolna  grupa  tretirana  metforminom,  STZ/NA –
dijabetična  grupa,  STZ/NA+MEL  –  dijabetična  grupa  tretirana  melatoninom,  STZ/NA+MET  –
dijabetična grupa tretirana metforminom. Testom jednostruka ANOVA (Tukey-jev post-hoc test) utvrđena
je statistički značajna razlika u koncentraciji MMP-9 u tkivu retine između ispitivanih grupa; a, p < 0,05
u poređenju sa K; b, p < 0,05 u poređenju sa STZ/NA.
4.15. Efekat melatonina na koncentraciju kaspaze-3 u 
homogenatu retine
Koncentracija  kaspaze-3  (nmol/mg)  u  homogenatu  retine  prikazana  je  na
grafikonu 13. Koncentracija kaspaze-3 nije značajno varirala između ispitivanih grupa
(K: 1,21 ± 0,21; MEL: 1,06 ± 0,16; MET: 1,11 ± 0,10; STZ/NA: 1,98 ± 0,31; STZ/NA+MEL: 1,15
± 0,17; STZ/NA+MET: 1,29 ± 0,18 nmol/mg proteina).
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Grafikon  13. Koncentracija  kaspaze-3  u  retini  eksperimentalnih  životinja  (nmol/mg  proteina).  Sve
vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost ± standardna devijacija. K – kontrolna grupa, MEL –
kontrolna  grupa  tretirana  melatoninom,  MET –  kontrolna  grupa  tretirana  metforminom,  STZ/NA –
dijabetična  grupa,  STZ/NA+MEL  –  dijabetična  grupa  tretirana  melatoninom,  STZ/NA+MET  –
dijabetična  grupa  tretirana  metforminom.  Testom jednostruka  ANOVA (Tukey-jev post-hoc  test)  nije
utvrđena je statistički značajna razlika u koncentraciji kaspaze-3 u tkivu retine između ispitivanih grupa.
4.16. Korelacija koncentracije melatonina u serumu sa 
koncentracijama parametara metabolizma glukoze i 
serumskih lipida
Regresionom  analizom  koeficijenta  determinacije  utvrđeno  je  postojanje
statistički  značajne  linearne  zavisnosti  između  koncentracije  melatonina  u  krvi  i
glikemije nakon 2 (p < 0,001) i 8 (p < 0,05) sati gladovanja, fruktozamina (p < 0,001),
ukupnog (p < 0,001), HDL (p < 0,001), LDL (p < 0,01) holesterola i triglicerida (p <
0,01), kao i vrednosti QUICKI indeksa (p < 0,001).
Primenom  Spearman-ovog  testa  korelacije  ranga  utvrđeno  je  postojanje
statistički značajne negativne korelacije između koncentracije melatonina i glikemije
nakon 2 (ρ = -0,568, p < 0,001; grafikon 14a) i 8 sati gladovanja (ρ = -0,369, p < 0,01;
grafikon  14b),  melatonina  i  fruktozamina  (ρ  =  -0,674,  p  <  0,001;  grafikon  14c),
melatonina i triglicerida (ρ = -0,524, p < 0,01, grafikon 15b), kao i statistički značajne
pozitivne korelacije koncentracije melatonina i ukupnog holesterola (ρ = -0,674, p <
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0,001, grafikon 15a), melatonina i HDL holesterola (ρ = -0,758, p < 0,001, grafikon
15c) melatonina i LDL holesterola (ρ = -0,458, p < 0,01, grafikon 15d). 
Grafikon  14.  Korelacija  između  koncentracije  melatonina  u  serumu  i  a)  glikemije  nakon  2  sata
gladovanja, b) glikemije nakon 8 sati gladovanja, c) fruktozamina, d) insulina, e) vrednosti QUICKI.
Spearman-ov (rho) test korelacije ranga. */** korelacija je statistički značajna za vrednosti p < 0,05 i p <
0,01.
Utvrđeno  je  i  postojanje  statistički  značajne  pozitivne  korelacije  vrednosti
QUICKI indeksa  i  koncentracije  melatonina  (ρ = -0,594,  p  < 0,001,  grafikon 14e).
Korelacija sa koncentracijom insulina nije bila statistički značajna (slika 30d).
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Grafikon  15.  Korelacija  između  koncentracije  melatonina  u  serumu  i  a)  ukupnog  holesterola,  b)
triglicerida,  c)  HDL holesterola,  d)  LDL holesterola,  Spearman-ov  (rho)  test  korelacije  ranga.  */**
korelacija je statistički značajna za vrednosti p < 0,05 i p < 0,01.
4. 17. Korelacija koncentracije melatonina u serumu sa 
koncentracijama parametara oksidativnog oštećenja u retini
Analizom koeficijenta determinacije utvrđeno je i postojanje statistički značajne
linearne zavisnosti između koncentracije melatonina u krvi i koncentracije TBARS (p <
0,001) i AOPP (p < 0,001) kao i koncentracije iNOS (p < 0,001) u retini.
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Grafikon  16. Korelacija  između  koncentracije  melatonina  u  serumu i  a)  koncentracije  TBARS,  b)
koncentracije  AOPP,  c)  koncentracije  iNOS.  Spearman-ov  test  korelacije  ranga.  */**  korelacija  je
statistički značajna za vrednosti p < 0,05 i p < 0,01.
Spearman-ovim  testom  korelacije  ranga  utvrđeno  je  postojanje  negativne
korelacije između koncentracije melatonina i TBARS (ρ = -0,785, p < 0,001; grafikon
16a),  negativne korelacije koncentracije melatonina i  AOPP (ρ = -0,531, p < 0,001,
grafikon 16b), kao i negativne korelacije koncentracije melatonina i koncentracije iNOS
(ρ = -0,665, p < 0,001, grafikon 16c).
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4.18. Korelacija koncentracije melatonina u serumu sa 
koncentracijom citokina, adhezivnih molekula i enzima 
uključenih u inflamaciju, neovaskularizaciju i apoptozu u 
retini
Linearnom  regresijom  utvrđena  je  udruženost  koncentracije  melatonina  u
serumu sa koncentracijom sICAM (p < 0,05) u retini.
Grafikon 17. Korelacija između koncentracije melatonina u serumu i koncentracije a) VEGF, b) sICAM-
1, c) TNF-α, d) MMP-9, e) kaspaze-3. Spearman-ov test korelacije ranga. */** korelacija je statistički
značajna za vrednosti p < 0,05 i p < 0,01.
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Spearman-ovim  testom  rang  korelacije  potvrđena  je  slaba  korelacija
koncentracije sICAM sa koncentracijom melatonina u serumu (ρ = -0,398, p < 0,05,




Animalni model dijabetesa melitusa tip 2 indukovan aplikacijom streptozotocina
i nikotinamida, karakteriše se umerenom i stabilnom hiperglikemijom, intolerancijom
glukoze, izmenjenim insulinskim odgovorom na opterećenje glukozom i  in vitro i  in
vivo osetljivošću na derivate sulfonilureje (Masiello, 1998). Model dijabetesa melitusa
tip 2 izazvan streptozotocin-nikotinamidom se pokazao korisnim u ispitivanju različitih
aspekata  dijabetesa,  naročito  njegovih  komplikacija  i  anti-dijabetesnog  potencijala
novih lekova i prirodnih proizvoda (Szkudelski, 2012). 
Prva oštećenja krvno-retinalne barijere kod pacova  tretiranih streptozotocinom
registruju se nakon 2 nedelje od nastanka hiperglikemije, da bi se već u toku četvrte
nedelje javilo istanjenje spoljašnjeg nuklearnog sloja u retini (Rungger-Brändle i sar.,
2000;  Zhang  i  sar.,  2008).  Nakon  8  nedelja  javlja  se  smanjenje  broja  pericita  i
endotelnih ćelija, što je praćeno nastankom acelularnih kapilara (Li i sar., 2017).
Animalni model predložen od strane Masiella i sar. (1998) koji je korišćen u
ovom istraživanju predstavlja  model  dijabetesa melitusa tip  2.  Životinje  iz  STZ/NA
grupe  ovog  eksperimenta  kod  kojih  je  indukovana  poremećena  tolerancija  glukoze
imale su značajno višu glikemiju u odnosu na životinje iz kontrolne grupe (p<0,001).
Dobijene vrednosti glikemije u STZ/NA grupi su ipak značajno niže u odnosu na one
koje  bi  bile  dobijene  ubrizgavanjem  slične  doze  streptozotocina  (50  mg/kg),  bez
nikotinamida (Tahara i sar., 2008). 
5.1. Analiza efekata primene melatonina na telesnu masu 
eksperimentalnih životinja
Melatonin  može  biti  uključen  u  regulaciju  telesne  mase  i  energetskog
metabolizma, pri čemu je ovaj efekat najpre utvrđen kod životinja čija se telesna masa
menja  u  sklopu  sezonskih  ritmova  (Morgan  i   Mercer,  2001).  Administriranje
melatonina dovodi do smanjenja telesne mase kod zdravih (Ríos-Lugo i sar., 2010) i
dijabetičnih pacova (Agil i sar., 2012, 2011) kao i pacova sa metaboličkim sindromom
izazvanim administriranjem 10% fruktoze (Cardinali i sar., 2013) ili ishranom bogatom
mastima (Ríos-Lugo i sar., 2010). Melatonin je u navedenim istraživanjima primenjen
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oralno, u vodi za piće, u dozama 10 mg/kg telesne mase (Agil i sar., 2011) i 25μg/ml, pri čemu je dnevna doza melatonina iznosila 85 μg po životinji, štog/ml
(Cardinali i sar., 2013; Ríos-Lugo i sar., 2010), koje su značajno više od one primenjene
u ovom istraživanju (0,2 mg/kg; 2 μg/ml, pri čemu je dnevna doza melatonina iznosila 85 μg po životinji, štog/ml) 
U  toku  ovog  istraživanja  nije  zabeležena  značajna  razlika  u  telesnoj  masi
između ispitivanih grupa, ali je zabeležen statistički značajno viši indeks specifičnog
porasta telesne mase u grupi životinja sa dijabetesom melitusom tip 2, što znači da su
ove životinje imale veći porast telesne mase po kilogramu telesne težine u ispitivanom
periodu.  Ispitivani  indeks  bio  je  niži  kod  životinja  tretiranih  melatoninom  ili
metforminom,  što  može  biti  u  vezi  sa  smanjenim  unosom  hrane  kod  tretiranih
dijabetičnih životinja u odnosu na netretirane.
5.2. Analiza efekata primene melatonina na koncentracije 
parametara metabolizma glukoze i lipida u serumu 
eksperimentalnih životinja sa dijabetesom melitusom tip 2
Rezultati  brojnih  epidemioloških  studija  označili  su  hiperglikemiju  kao
najznačajniji faktor rizika za nastanak i progresiju dijabetesne retinopatije (ACCORD
Study  Group  and  ACCORD Eye  Group  i  sar.,  2010;  Klein  i  sar.,  1991;  Service  i
O’Brien,  2001;  Stratton  i  sar.,  2001).  Mehanizmi  kojima  hronična  hiperglikemija
dovodi  do  nastanka  dijabetesne  retinopatije  do  danas  nisu  u  potpunosti  razjašnjeni.
Metabolički  putevi,  kao što su put poliola,  neenzimska glikacija proteina,  aktivacija
protein  kinaze  C,  biosinteza  heksozamina,  zatim  oksidativni  stres  i  subklinička
inflamacija udružena sa leukostazom mogu predstavljati potencijalnu vezu (Tarr i sar.,
2013).  Od  posebnog  je  značaja  činjenica  da  se  progresija  dijabetesne  retinopatije
nastavlja  i  nakon  uspostavljanja  normalne  koncentracije  glukoze  u  krvi,  što  se
objašnjava  fenomenom metaboličkog pamćenja  (Kowluru,  2017;  Mishra  i  Kowluru,
2016).
Velike fluktuacije u koncentraciji  glukoze u krvi  u postprandijalnom periodu
kod životinja sa eksperimentalno izazvanim dijabetesom melitusom tip 2 (Srinivasan i
Ramarao,  2007;  Szkudelski,  2012),  prema rezultatima Ceriello-a i  sar.  (2008) mogu
dovesti do značajnijeg mikrovaskularnog i oksidativnog oštećenja u odnosu na hroničnu
hiperglikemiju. Životinje iz STZ/NA grupe ovog eksperimenta kod kojih je indukovan
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dijabetes melitus tip 2 imale su značajno višu koncentraciju glukoze u krvi u odnosu na
životinje iz kontrolne grupe. Koncentracija glukoze u krvi životinja u STZ/NA grupi je
ipak bila značajno niža u odnosu na onu koja bi bila dobijena ubrizgavanjem slične
doze  streptozotocina  (50 mg/kg),  bez  nikotinamida  u  cilju  izazivanja  dijabetesa
melitusa tip 1 (Tahara i sar., 2008). Koncentracija fruktozamina, koji predstavlja meru
glikacije serumskih proteina, i predstavlja odraz koncentracije glukoze u krvi u periodu
od prethodniih 14 dana (što se podudara sa dužinom trajanja terapije), su u STZ/NA
grupi bile značajno više u odnosu na kontrolnu grupu. U cilju sprovođenja eksperimenta
selektovane su životinje  sa  koncentracijom glukoze u krvi  preko 8,3 mmol/l,  jer  je
prethodnim istraživanjima  u  skopu DCCT studije  utvrđeno  da  se  retinopatija  češće
razvija pri vrednostima višim od navedene (Service i O’Brien, 2001). 
Prethodno je pokazano da oralno aplikovanje melatonina dovodi do snižavanja
koncentracije glukoze u krvi kod zdravih pacova i pacova sa metaboličkim sindromom
(Agil  i  sar.,  2012;  Cardinali  i  sar.,  2013;  Ríos-Lugo  i  sar.,  2010),  kao  i  miševa  sa
hiperglikemijom  (Lo  i  sar.,  2017).  Kod  pacova  sa  dijabetesom  melitusom  tip  1
kombinovani tretman melatoninom i insulinom značajno poboljšava kontrolu glikemije
(Oliveira i sar., 2018). 
Rezultati  prestavljeni u sklopu ove disertacije, takođe pokazuju da melatonin
dovodi  do  snižavanja  koncentracije  glukoze  u  krvi  kod  pacova  sa  dijabetesom
melitusom tip 2. Tome u prilog govori i sniženje serumske koncentracije fruktozamina
kod  životinja  tretiranih  melatoninom.  Sniženje  koncentracije  glukoze  u  krvi  našte,
utvrđeno  je  kod  obolelih  od  dijabetesa  melitusa  tip  2  u  toku  suplementacije
melatoninom (Raygan i sar.,  2017). Pri tumačenju ovih rezultata mora se ipak mora
uzeti  u obzir  činjenica da su efekti  melatonina na koncentraciju glukoze u krvi kod
pacova, koji su životinje aktivne u toku noći, verovatno bar delom različiti u odnosu na
efekte kod ljudi, koji su aktivni i unose hranu u toku dana (Scheer i Czeisler, 2005).
Metformin,  lek  koji  se  primenjuje  u  terapiji  hiperglikemije  kod  obolelih  od
dijabetesa melitusa tip 2, takođe je pokazao hipoglikemijski efekat i doveo do sniženja
koncentracije fruktozamina u serumu pacova sa dijabetesom melitusom tip 2 u ovoj
studiji. Ovaj efekat metformina je posredovan inhibicijom mitohondrijalne glicerofosfat
dehidrogenaze  (mGPD)  koja  dovodi  do  smanjenja  konverzije  laktata  i  glicerola  u
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glukozu  (Madiraju  i  sar.,  2014)  i  povećanjem  redoks  stanja  citoplazme  hepatocita
(Madiraju i sar., 2018).
Mehanizmi kojima se melatonin uključuje u regulaciju glikemije nisu do kraja
ispitani.  Činjenica da agonisti  melatoninskih receptora ostvaruju pozitivne efekte na
toleranciju  glukoze  kod  pacova  i  miševa  sa  insulinskom  rezistencijom  izazvanom
dijetom  bogatom  mastima,  sugerišu  da  je  ovaj  efekat  posredovan  receptorskim
mehanizmom  (Sartori  i  sar.,  2009;  Zhou  i  sar.,  2018).  Uklanjanje  melatoninskih
receptora kod miševa dovodi do poremećaja u dnevnom ritmu vrednosti glikemije, koji
se  ogleda  u  promenama  noćnih  i  dnevnih  vrednosti  koncentracije  glukoze  u  krvi
(Owino i sar., 2016). 
Efekte  posredovane receptorima,  značajne  za  regulaciju  glikemije,  melatonin
ispoljava na nivou endokrinog pankreasa i perifernih tkiva, mišića, masnog tkiva i jetre.
Melatonin može uticati  na koncentraciju  glukoze u krvi posredstvom efekata
koje ostvaruje na preuzimanje glukoze u mišićnom (Ha i sar., 2006) i masnom tkivu
(Oliveira  i  sar.,  2018).  Stimulacija  preuzimanja  glukoze  nezavisna  od  insulina,  pod
dejstvom melatonina utvrđena u in vitro studiji na mišićnim ćelijama miša, posredovana
je fosforilacijom supstrata za insulinski receptor 1 (IRS-1) i fosfatidil inozitol 3 kinaze
(Ha i  sar.,  2006).  Pri  tom je  utvrđeno da melatonin  ne  utiče značajno na aktivnost
AMPK i MAPK kinaza (Ha i sar., 2006). Melatonin, dodatno, izaziva vazodilataciju u
skeletnim  mišićima,  kao  glavnom  mestu  korišćenja  glukoze,  kroz  povećanu
fosforilaciju AKT kinaze i povećanje aktivnosti endotelijalne NO sintaze (Sartori i sar.,
2009). 
U  masnom  tkivu,  melatonin  povećava  fosforilaciju  insulinskog  receptora  u
odgovoru na insulin verovatno posredstvom fosforilacije AKT kinaze (Alonso-Vale i
sar., 2005), pa na taj način može uticati na preuzimanje glukoze u ćelije masnog tkiva
mehanizmom zavisnim od insulina.
U  jetri  pacova  sa  odstranjenom  pinealnom  žlezdom  utvrđeno  je  povećanje
intenziteta  glukoneogeneze  i  hepatična  insulinska  rezistencija,  koja  se  karakteriše
smanjenom insulinom stimulisanom fosforilacijom RAC-α serin-treonin protein kinaze
i povećanom ekspresijom fosfoenol-piruvat karboksi kinaze, pri čemu se za nastanak
ovih poremećaja odgovornim smatra nedostatak melatonina (Nogueira i sar., 2011).
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Pored  efekata  na  nivou  perifernih  tkiva  kojima  melatonin  može  uticati  na
glikemiju,  od  velikog  je  značaja  i  efekat  koji  ovaj  hormon  ostvaruje  na  sintezu  i
sekreciju  insulina.  Početkom  70-ih  godina  prošlog  veka,  je  pokazano  da  se
koncentracije  insulina  i  glukoze  u  krvi  miševa  u  toku  dana  menjaju  u  jasnom
cirkadijarnom  ritmu  (Gagliardino  i  Hernendez,  1971).  Takođe  je  utvrđeno  da
pinealektomija dovodi do hiperinsulinemije u toku noći i da izolovane insule pankreasa
pacova sa odstranjenom pinealnom žlezdom sekretuju više insulina u odnosu na insule
zdravih životinja, mehanizmom koji je nezavisan od stimulacije glukozom (Gorray i
sar.,  1979).  Autori  ovih  studija  su  naglasili  potrebu  za  daljim  istraživanjima  i
identifikacijom agensa prisutnog u pinealnoj žlezdi, koji “stimuliše” sekreciju insulina
(Gorray i sar., 1979). Postojanje ritmičnih promena koncentracije glukoze i insulina je
potvrđeno krajem 90-ih godina, kada je pokazano da koncentracija glukoze u krvi kod
pacova dostiže maksimum početkom noći (analogija sa fenomenom zore kod čoveka), a
da ritmične promene koncentracije insulina u krvi ne zavise od koncentracije glukoze
(Bizot-Espiard i sar., 1998). Savremenim istraživanima najpre je utvrđeno postojanje
melatoninskih  receptora  na  α  i  β  ćelijama  insula  pankreasa  miša,  pacova  i  čoveka
(Nagorny  i  sar.,  2011),  a  zatim  potvrđeno  da  melatonin  inhibira  sekreciju  insulina
delujući na MT2 receptore udružene sa inhibitornim G proteinom (Gi) (Mühlbauer i
sar.,  2011).  Pored  mehanizma posredovanog receptorima,  otkriveno je  da  melatonin
može uticati na bazalnu i stimulisanu sekreciju insulina posredstvom efekta na anti i
prooksidativne enzime, utičući na taj način na homeostazu reaktivnih vrsta kiseonika,
metabolizam  glukoze  i  sekreciju  insulina  (Simões  i  sar.,  2016).  Prema  rezultatima
Simoes-a  i  sar.  (2016)  aktivnost  NADPH  oksidaze  (NOX),  prooksdativnog  enzima
uključenog u generisanje superoksida,  smanjuje se u prisustvu melatonina u  in vitro
uslovima,  što  dovodi  do smanjenog stvaranja  reaktivnih  vrsta  kiseonika  i  smanjene
sekrecije  insulina.  Konačno,  nakon  što  je  utvrđena  udruženost  polimorfizma
melatoninskog  receptora  1B  (MTNR1B)  i  nastanka  dijebetesa  melitusa  tip  2  kod
nosioca ovog polimorfizma (Bouatia-Naji  i  sar.,  2009;  Mulder,  2017; Müssig i  sar.,
2010;  Sparsø  i  sar.,  2009;  Tam i  sar.,  2010;  Tuomi i  sar.,  2016;  Xia  i  sar.,  2012),
pokazano je da melatonin inhibira transkripciju gena za insulin posredstvom MTNR1B
(MT2) receptora i to delujući preko MAPK signalnog puta (Li i sar., 2017).
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Kada  je  reč  o  animalnom  modelu  dijabetesa  melitusa  tip  2  izazvanim
streptozotocin-nikotinamidom, očekivano je da koncentracija insulina u serumu bude
normalna  ili  snižena  (Szkudelski,  2012).  Karakteristika  ovog  modela  je  izostanak
sekrecije insulina pri stimulaciji glukozom, što dovodi do hiperglikemije koja se sporo i
postepeno  vraća  na  normalne  vrednosti  (Szkudelski,  2012).  Prema  rezultatima
istraživanja  prestavljenog  u  ovoj  disertaciji,  koncentracija  insulina  u  serumu  kod
životinja sa dijabetesom melitusom tip 2 nije se značajno razlikovala od vrednosti kod
zdravih životinja, dok su koncentracije insulina bile značajno niže i kod zdravih, ali i
kod životinja sa dijabetesom tip 2 tretiranim melatoninom u odnosu na odgovarajuću
kontrolnu  grupu.  Efekat  sniženja  insulina  pod  dejstvom  melatonina  prethodno  je
pokazan od strane nekoliko grupa autora (Agil i sar., 2012; Ríos-Lugo i sar., 2010). Pri
tom, Agil  i  sar.  (2012) su sniženje serumskog insulina u toku terapije  melatoninom
opisali  samo  kod  dijabetičnih  pacova,  dok  su  Rios  Lugo  i  sar.  (2010)  ovaj  efekat
registrovali i kod zdravih i kod životinja sa metaboličkim sindromom. Iako neki autori
smatraju melatonin i insulin direktnim antagonistima (Peschke i sar., 2011), rezultati
istraživanja prdstavljenog u ovoj disertaciji nisu pokazali značajnu korelaciju serumskih
vrednosti insulina i melatonina kod pacova sa dijabetesom meitusom tip 2 izazvanim
streptozotocin-nikotinamidom.
Metformin, ostvaruje svoja dejstva inhibicijom glukoneogeneze u jetri,  dok u
crevima povećava korišćenje glukoze i stimuliše sekreciju glukagonu sličnog peptida 1
(GLP-1)  (Rena i  sar.,  2017).  Ovaj  peptid  luče  intestinalne  L-ćelije  kao  odgovor  na
nutritivne i neurološke stimuluse, pri čemu on dovodi do povećanja glukozo-zavisne
sekrecije insulina (Mulherin i sar., 2011). Sistemska dejstva GLP-1 su ograničena zbog
kratkog poluživota ovg molekula, koji se unutar nekoliko minuta razlaže pod dejstvom
enzima dipeptidil  peptidaze  4  (Deacon  i  sar.,  1995).  Rezultati  predstavljeni  u  ovoj
disertaciji  ukazuju  da  metformin  ne  ostvaruje  značajne  efekte  na  koncentraciju
serumskog insulina, što je u skadu sa podacima iz literature (Ehrmann i sar., 1997).
Insulinska senzitivnost predstavlja sposobnost insulina da dovede do sniženja
koncentracije glukoze u krvi kroz stimulaciju preuzimanja glukoze u insulin zavisna
periferna  tkiva  i  inhibiciju  glikoneogeneze.  Euglikemijska  klamp metoda  smatra  se
referentnom metodom za određivanje insulinske senzitivnosti (DeFronzo i sar., 1979).
Indeks  insulinske  senzitivnosti  određen  ovom  metodom  definisan  je  prosečnom
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brzinom infuzije  glukoze  koja  je  neophodna  za  održavanje  euglikemije  u  uslovima
konstantne infuzije insulina (DeFronzo i sar., 1979). Ova metoda je međutim, invazivna
i njena primena u cilju određivanja insulinske senzitivnosti predstavlja kompleksnu i
tehnički  komplikovanu  proceduru  (Singh  i  Saxena,  2010).  Zbog  toga  su  razvijeni
jednostavniji metodi za procenu insulinske senzitivnosti kao što su kvantitativni indeks
procene  insulinske  senzitivnosti  (QUICKI),  homeostazni  metod  procene  insulinske
rezistencije (HOMA-IR) i funkcije beta ćelija (HOMA-β) i odnos glukoze i insulina
našte (FGIR). Rezultati navedenih metoda dobro koreliraju sa rezultatima euglikemijske
klamp metode (Singh i Saxena, 2010). Sem toga, njihova validnost je potvrđena kod
čoveka, ali i kod miša i pacova (Ahangarpour i sar., 2017; Birgani i sar., 2018; Cacho i
sar., 2008). 
Kvantitativni  indeks  provere  insulinske  senzitivnosti  (QUICKI)  predstavlja
matematičku formulaciju  koja je  izvedena kao recipročna vrednost  sume logaritama
glikemije i insulina našte, i koja dobro korelira sa euglikemijskom klamp metodom, te
se koristi za procenu insulinske senzitivnosti (Katz i sar., 2000). Ovim istraživanjem
nisu utvrđene razlike u vrednostima QUICKI indeksa između grupe dijabetičnih i grupe
zdravih  pacova.  Slične  rezultate  na  animalnom  modelu  dijabetesa  melitusa  tipa  2
izazvanom  streptozotocin-nikotinamidom  su  prethodno  objavili  Ahangarpour  i  sar.
(2017). U istraživanju predstavljenom u ovoj disertaciji životinje tretirane melatoninom
i  metforminom  imale  su  više  vrednosti  QUICKI  indeksa  u  odnosu  na  netretirane
životinje, što se smatra povoljnim efektom na isulinsku senzitivnost.
Dislipidemija  udružena  sa  dijabetesom  melitusom  (dislipidemija  koja  se
dijagnostikuje kod obolelih  od dijabetesa melitusa tip  2) je poremećaj  koncentracije
serumskih lipida koji podrazumeva porast koncentacije triglicerida i LDL holesterola
(uz predominaciju malih gustih LDL čestica) i sniženje koncentracije HDL holesterola
(Wu i Parhofer, 2014).  Ovaj poremećaj koncenracije serumskih lipida može doprineti
nastanku  dijabetesne  retinopatije  na  više  načina,  iako  epidemiološke  studije  nisu
eksplicitno  potvrdile  uzajamnu  vezu  (Stratton  i  sar.,  2001).  Dislipidemija  doprinosi
nastanku čvrstih eksudata u sklopu dijabetesne retinopatije (Van Leiden i sar., 2002),
dok  kontrola  koncentracije  holesterola  i  triglicerida  u  serumu  značajno  usporava
progresiju ove komplikacije dijabetesa melitusa (ACCORD Study Group and ACCORD
Eye Group i sar., 2010; Chang i Wu, 2013). 
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Transport holesterola kroz krvno-retinalnu barijeru je normalno visokoregulisan
i ekstravazacija lipoproteina je onemogućena postojanjem tesnih spojeva između ćelija
retinalnog pigmentnog epitela koje grade spoljašnju krvno-retinalnu barijeru. Oštećenje
krvno-retinalne  barijere  u  sklopu  dijabetesne  retinopatije  dovodi  do  ekstravazacije
lipoproteina  krvne  plazme,  pri  čemu  oni  postaju  značajni  činilac  daljeg  oštećenja.
Oksidisani i glikozilisani LDL u ekstravaskularnom prostoru retine doprinosi oštećenju
retinalnog  pigmentnog  epitela  kroz  stimulaciju  oksidativnog  oštećenja,  oštećenja
endoplazmatskog retikuluma,  autofagije  i  apoptoze (Du i  sar.,  2013).  Za  razliku od
nativnih lipoproteinskih čestica,  oksidisani i glikozilisani HDL u retini ne ostvaruje
značajno protektivno dejstvo (Du i sar., 2013).
Metabolizam holesterola u retini i mozgu razlikuje se u odnosu na metabolizam
u ostalim tkivima zbog postojanja krvno-retinalne,  odnosno krvno-moždane barijere.
Retina za razliku od mozga, potrebe za holesterolom, pored lokalne sinteze zadovoljava
preuzimanjem  holesterola  iz  krvi  preko  retinalnog  pigmentnog  epitela  odnosno
spoljašnje krvno-retinalne barijere (Fliesler i Bretillon, 2010). U dijabetesu melitusu,
transport holesterola odigrava se i preko unutrašnje krvno-retinalne barijere odnosno
retinalne  mikrovaskulature  (Zheng  i  sar.,  2012).  Za  razliku  od  drugih  tkiva,  koja
eliminišu višak holesterola reverznim trasportom pomoću HDL-a, u retini je eliminacija
moguća i transformacijom holesterola u solubilne oksisterole, posredstvom citohroma
P450 (Hammer i sar., 2017; Pikuleva i Curcio, 2014). Solubilni oksisteroli služe kao
endogeni ligandi za jetrine X receptore (LXRα/LXRβ). Ovi receptori imaju značajnu
ulogu u regulaciji reverznog transporta holesterola i supresiji sinteze proinflamatornih
citokina (Hammer i sar., 2017). Obe izoforme receptora su eksprimirane u retini, LXRα
u sloju nervnih vlakana i retinalnom pigmentnom epitelu, a LXRβ u svim slojevima
retine  uključujući  i  retinalni  pigmentni  epitel  (Dwyer  i  sar.,  2011).  Utvrđeno  je  da
humane retinalne endotelne ćelije dobijene od donora obolelih od dijabetesa melitusa
imaju snižene nivoe receptora LXRα/LXRβ u poređenju sa ćelijama zdravih donora
(Hammer i sar., 2017). Faktor nekroze tumora-α dovodi do smanjenja ekspresije gena
za  LXRα  receptore  u  bovinim  retinalnim  endotelnim  ćelijama,  što  je  praćeno
smanjenom  ekspresijom  proteina  uključenih  u  reverzni  transport  holesterola  i
povećanom ekspresijom proinflamatolrnih citokina (Hammer i sar., 2017). Na taj način,
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kroz  promene  u  metabolizmu  lipida  u  samoj  retini  koje  dovode  do  inflamacije,
dislipidemija u dijabetesu može doprineti nastanku dijabetesne retinopatije. 
Receptori LXRα/LXRβ mogu se aktivirati deacetilacijom lizina pod dejstvom
NAD-zavisne  deacetilaze,  sirutina  1  (Sirt1)  koji  se  smatra  značajnim  za  biološko
starenje,  apoptozu,  inflamaciju,  regulaciju  metabolizma  glukoze,  neuralni  razvoj,
deacetilaciju histona i nehistonskih proteina (Li i sar., 2007). Melatonin ostvaruje svoje
efekte između ostalog stimulacijom Sirt1/Nrf2 signalnog puta (Shah i sar., 2017). 
U  animalnom  modelu  dijabtesa  melitusa  tip  2  izazvanim  streptozotocin-
nikotinamidom očekivano  je  da  se  jave  promene  lipidnog  statusa.  Veći  broj  autora
opisao  je  porast  koncentracije  triglicerida  u  ovom animalnom modelu,  pri  čemu su
vrednosti obično oko 40 % više u odnosu na vrednosti dobijene kod zdravih životinja
(Chandran i sar., 2017; Ghasemi i sar., 2014; Krishnasamy i sar., 2016; Novelli i sar.,
2004). Koncentracija ukupnog holesterola i LDL holesterola u modelu dijabetesa tip 2
izazvanim streptozotocin-nikotinamidom može biti nepromenjena, povišena ili snižena,
dok je koncentracija HDL holesterola obično snižena (Chandran i sar., 2017; Ghasemi i
sar.,  2014; Krishnasamy i  sar.,  2016; Novelli  i  sar.,  2004).  Iako su kod životinja sa
dijabetesom melitusom tip 2 u istraživanju predstavljenom u ovoj disertaciji vrednosti
triglicerida bile oko 30 % više u odnosu na vrednosti kod zdravih životinja, ova razlika
nije bila statistički značajna. Koncentracija ukupnog i HDL holesterola je bila značajno
niža kod životinja sa dijabetesom melitusom tip 2 u odnosu na zdrave životinje, dok se
koncentracija  LDL  holesterola  nije  značajno  razlikovala.  Koncentracije  serumskih
lipida kod zdravih životinja tretiranih melatoninom ili metforminom nisu bile značajno
različite u odnosu na koncentracije kod zdravih netretiranih životinja. 
Životinje  sa  dijabetesom melitusom tip  2  tretirane  melatoninom su  u  ovom
istraživanju imale niže koncentracije triglicerida i više koncentracije ukupnog i HDL
holesterola  u odnosu na netretirane životinje.  Sniženje koncentacije  triglicerida,  kao
efekat  terapije  melatoninom, već je  pokazano na dva različita  modela metaboličkog
sindroma (Agil  i  sar.,  2011; Ríos-Lugo i  sar.,  2010).  Obe studije  su podrazumevale
oralnu administraciju melatonina u dužem trajanju i dozama koje su značajno više u
odnosu na onu primenjenu u ovoj studiji. Rezultati istraživanja predstavljenog u ovoj
disertaciji ukazuju da terapija melatoninom u trajanju od dve nedelje dovodi do sniženja
koncentracije triglicerida u modelu dijabetesa melitusa tip 2 izazvanim streptozotocin-
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nikotinamidom. Agil i sar. (2011) su takođe pokazali da melatonin dovodi do povišenja
koncentracije  HDL holesterola  što  je  u  skadu  sa  rezultatima  ovog  istraživanja.  Za
razliku od rezultata ovde predstavljenog istraživanja ova grupa autora je zabeležila i
sniženje  koncentracije  LDL holesterola  kod  tretiranih  životinja,  ali  ne  i  efekat  na
koncentraciju ukupnog holesterola. 
Metformin u dozi od 100 mg/kg telesne mase u ovom istraživanju nije ostvario
značajne efekte na koncentraciju serumskih lipida. Predstavljeni rezultati saglasni su sa
prethodno  objavljenim  rezultatima,  koji  se  odnose  na  efekte  dvostruko  niže  doze
metformina  na  nivo  serumskih  lipida  kod  pacova  da  dijabetesom  melitusom  tip  1
izazvanim primenom streptozotocina (Nam i sar., 2018).
5.3. Analiza koncentracije melatonina u serumu 
eksperimentalnih životinja sa dijabetesom melitusom tip 2
Koncentracija melatonina u serumu pokazuje pravilne promene u 24-časovnom
periodu,  sa pikom u periodu noći  i  niskim vrednostima u toku dana.  Koncentracija
melatonina takođe podleže sezonskim promenama, sa niskim vrednostima u toku leta i
visokim u toku zime. Sem toga, koncentracija melatonina u serumu opada sa starenjem,
što je pokazano kod ljudi i životinja. Ove varijacije u koncentraciji se moraju uzeti u
obzir pri interpretaciji rezultata.
Melatonin može posredstvom više različitih mehanizama uticati na metabolizam
glukoze.  Koncentracija  serumskog  melatonina  u  dijabetesu  melitusu  je  najčešće
izmenjena. Niske vrednosti serumskog melatonina su nezavisno udružene sa povećanim
rizikom za nastanak dijabetesa melitusa tip 2 kod ljudi (McMullan i sar., 2013).
Snižene  vrednosti  melatonina  u  serumu  su  utvrđene  kod  ljudi  obolelih  od
dijabetesa melitusa tip 1 (Amaral i sar.,  2014) i tip 2 (Mäntele i sar.,  2012). Brojne
studije su pokazale sniženu sintezu melatonina u pinealnoj žlezdi (Frese i sar., 2009;
Peschke i sar., 2006) i retini (do Carmo Buonfiglio i sar., 2011), kod različitih animalnih
modela dijabetesa melitusa , ali i kod ljudi obolelih od dijabetesa (Peschke i sar., 2006). 
Ovim istraživanjem utvrđeno je da su koncentracije melatonina u serumu bile
niže  kod  životinja  sa  dijabetesom  melitusom  tip  2  izazvanim  streptozotocin-
nikotinamidom. Oralna administracija melatonina u dozi od 2 μg/ml, pri čemu je dnevna doza melatonina iznosila 85 μg po životinji, štog/ml prouzrokovala je
povišenje koncentracije melatonina u tretiranim grupama, u odnosu na odgovarajuću
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kontrolnu grupu. S obzirom na način aplikovanja melatonina, možemo smatrati da su
životinje  veći  deo  melatonina  unosile  u  toku  tamne  faze,  kada  se  melatonin  inače
sintetiše, jer u tom periodu inače normalno konzumiraju hranu i vodu (Rowland, 2007).
Doza melatonina od 2 μg/ml, pri čemu je dnevna doza melatonina iznosila 85 μg po životinji, štog/ml, dovela je do statistički značajnog povišenja koncentracije
melatonina  u  serumu,  koje  je  po  vrednosti  bilo  blisko  fiziološkim  vrednostima
izmerenim  kod  zdravih  životinja.  Rios  Lugo  i  sar.  (2010)  su,  za  razliku  od  ovih
rezultata,  aplikovanjem  doze  od  25  μg/ml, pri čemu je dnevna doza melatonina iznosila 85 μg po životinji, štog/ml  na  isti  način,  izazvali  višestruki  porast
koncentracije  melatonina  u  serumu  eksperimentalnih  životinja.  Životinje  iz
eksperimenta predstavljenog u ovoj doktorskoj disartaciji su u trenutku žrtvovanja bile
približne starosti  kao životinje  iz  istraživanja prestavljenog u ovoj disertaciji  (15-16
nedelja).
Snižena serumska koncentracija melatonina, kao posledica smanjene sinteze u
dijabetesu melitusu može se objasniti na više načina. Amaral i sar. (2014) su pokazali da
visoka koncentracija glukoze lokalno dovodi do snižene sinteze melatonina kod pacova
i  miševa  in  vitro i  in  vivo.  Sem  toga  pokazali  su  i  negativnu  korelaciju  između
koncentracije  sulfatoksimelatonina  u  urinu,  koja  predstavlja  odraz  koncentracije
melatonina u krvi i glikemije (Amaral i sar., 2014). Frese i sar. (2009) su pokazali da su
koncentracije  mRNA  za  enzime  koje  učestvuju  u  sintezi  melatonina  (AANAT  i
HIOMT) u pinealnoj žlezdi dijabetičnih životinja niže u odnosu na koncentracije kod
zdravih životinja.  Ista  grupa autora je  pokazala  da su koncentracije  svih prekursora
melatonina,  posebno  5-OH  triptofana,  ali  i  samog  melatonina,  snižene  u  pinealnoj
žlezdi dijabetičnih životinja (Frese i sar., 2009). Pošto je za sintezu 5-OH triptofana iz
triptofana neophodan tetrahidrobiopteridin kao koenzim, može biti od značaja činjenica
da u dijabetesu on podleže oksidaciji pri čemu prelazi u 7,8-dihidrobiopteridin i gubi
svoju  fiziološku  aktivnost  (Abudukadier  i  sar.,  2013),  čime  bi  se  moglo  objasniti
sniženje  sinteze  melatonina  u  pinealnoj  žlezdi.  Ekspresiju  gena  za  AANAT,  kao  i
sintezu njegovog prekursora N-acetil serotonina inhibira TNF-α (Fernandes i sar., 2006;
Pontes i sar., 2007), što takođe može biti objašnjenje za sniženu sintezu melatonina u
dijabetesu  melitusu  tip  2.  Sem  smanjene  sinteze,  sniženju  serumske  koncentracije
melatonina  može  doprineti  i  povećano  preuzimanje  od  strane  ćelija  izloženih
oksidativnom stresu (Reiter i sar., 2017)
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5.4. Analiza efekata primene melatonina na koncentracije 
pokazatelja oksidativnog oštećenja u retini eksperimentalnih 
životinja sa dijabetesom melitusom tip 2
Hiperglikemija je najznačajniji faktor koji u mitohondrijama retine dovodi do
povećanog stvaranja reaktivnih vrsta kiseonika, do mitohondrijalne disfunkcije i pada
potencijala  mitohondrijalne  membrane,  što  smanjuje  proizvodnju  ATP-a  i  povećava
propustljivost  membrane  za  Bax  i  citohrom  c  čiji  prolazak  u  citoplazmu  inicira
apoptozu  (Kowluru  i  Abbas,  2003;  Madsen-Bouterse  i  Kowluru,  2008).  Stvaranju
reaktivnih vrsta kiseonika u dijabetesu dodatno doprinosi povećana ekspresija NADPH
oksidaze (Al-Shabrawey i sar., 2008). Značaj NADPH oksidaze kao izvora RVK u retini
pokazuje činjenica da inhibicija aktivnosti ovog enzima u retini dovodi do smanjenja
ekspresije VEGF-a, na taj način ostvarujući efekat na integritet krvno-retinalne barijere
i neoangiogenezu (Al-Shabrawey i sar., 2005).
Povišena koncentracija RVK može povećati aktivaciju transkripcionog faktora
NF-κB). (Tang i Kern, 2011).B i posledično dovesti do povećane produkcije proinflamatornih citokina i azot-
monoksida posredstvom povećanja sinteze i  aktivacije enzima iNOS (Morgan i  Liu,
2011). 
Ekspresija  gena  za  enzim  iNOS,  koji  generiše  visoke  koncentracije  NO  i
doprinosi  nastanku  oksidativnog  oštećenja,  povećava  pod  dejstvom  TNF-α  i  INF-γ
(Das,  2017).  Fiziološke  koncentracije  NO  izazivaju  vazodilataciju,  sprečavaju
agregaciju trombocita i  adheziju leukocita na zid postkapilarnih venula (leukostaza).
Visoke  koncentracije  NO koje  generiše  iNOS,  nasuprot  tome,  dovode  do  stvaranja
peroksinitritnog  anjona,  stimulišu  nastanak  oksidativnog  oštećenja  makromolekula  i
ćelijskih struktura i deluju proinflamatorno (Das, 2017). 
Pored povećane produkcije RVK, u dijabetesu melitusu, smanjene su aktivnosti
antioksidativnih enzima superoksid dizmutaze, katalaze, glutation reduktaze i glutation
peroksidaze (Kowluru i sar., 2001), kao i koncentracije endogenih antioksidanasa kao
što je glutation (Jiang i sar., 2016). Ove promene u aktivnosti enzima antioksidativne
zaštite  i  koncentraciji  glutationa  smanjuju  sposobnost  retine  da  se  štiti  od  štetnog
dejstva RVK.
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Retina  u poređenju  sa drugim tkivima ima najbrže  preuzimanje  kiseonika  iz
cirkulacije  i  najintenzivniju oksidaciju  glukoze,  što je  pored činjenice da ima visok
sadržaj polinezasićenih masnih kiselina, čini jako podložnom oksidativnom oštećenju
pod dejstvom RVK (Kowluru  i  Chan,  2007).  Koncentracije  superoksida  (Du i  sar.,
2003) i vodonik-peroksida (Ellis i sar., 2000) su povišene u retini dijabetičnih pacova.
Pored toga markeri lipidne peroksidacije (TBARS, MDA) (Özdemir i sar., 2014; Salido
i sar., 2013) i oksidativnog oštećenja proteina (AOPP) su takođe povišeni u retini u
dijabetesu melitusu, čemu u prilog govore i rezultati ovde predstavljenog istraživanja.
Povišene  koncentracije  AOPP su  prethodno  nađene  u  serumu  i  homogenatu  jetre
dijabetičnih pacova (Aydın i sar., 2017), a ovde predstavljeni rezultati ukazuju da su
povišene i  u retini.  Koncentracije  TBARS, MDA i  AOPP u serumu su udružene sa
povećanim rizikom za nastanak dijabetesne retinopatije kod ljudi, pa prema tome mogu
imati prediktivnu vrednost (Al-Shabrawey i Smith, 2010). Rezultati predstavljeni u ovoj
disertaciji ukazuju da je koncentracija enzima iNOS povišena u retini kod pacova sa
dijabetesom tipa 2,  najverovatnije kao posledica povišene koncentracije RVK u retini
što je u skladu sa podacima iz literature (Mishra i Newman, 2010; Zheng i sar., 2007)
Procena  oksidativnog  oštećenja  u  retini,  u  ovom  istraživanju,  izvršena  je
ispitivanjem nivoa  lipidne  peroksidacije  i  oksidativne  modifikacije  proteina,  koja  je
izražena  kroz  koncentraciju  TBARS  i  AOPP.  Grupa  dijabetičnih  pacova  tretiranih
melatoninom u ovom istraživanju imala je niže vrednosti TBARS i AOPP u odnosu na
odgovarajuću  netretiranu  grupu.  Sniženje  koncentracije  TBARS  ili  MDA,  kao
pokazatelj intenziteta procesa lipidne peroksidacije, u retini je utvrđeno pri oralnom,
subkutanom  i  intraperitonealnom  aplikovanju  melatonina  kod  eksperimentalnih
životinja  (Mehrzadi  i  sar.,  2018;  Özdemir  i  sar.,  2014;  Salido  i  sar.,  2013).  Prema
trenutno dostupnoj literaturi, nema podataka koji bi ukazivali na efekte melatonina na
koncentraciju  proizvoda  uznapredovale  oksidacije  proteina  (AOPP)  u  retini
eksperimentalnih životinja ili ljudi. Melatonin verovatno ostvaruje svoje antioksidativne
efekte  delujući  direktno  na  uklanjanje  slobodnih  radikala  i  indirektno  ostvarujući
dejstvo na sintezu antioksidativnih enzima posredstvom Nrf2/ARE elementa (Hristova i
sar., 2015; Shah i sar., 2017). 
Ovim  istraživanjem  takođe  je  utvrđeno  da  melatonin  snižava  koncentraciju
enzima  iNOS  u  retini  uključenog  u  stvaranje  azot-monoksida  i  toksičnog
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peroksinitritnog anjona. Smanjenu ekspresiju gena za iNOS pod dejstvom melatonina u
retini dijabetičnih pacova utvrdili su Jiang i sar. (2016). Oni su potvrdili da je sniženje
ekspresije gena za iNOS najverovantnije posredovano signalnim putem koji uključuje
NF-κB). (Tang i Kern, 2011).B (Jiang i sar., 2016). Postojanje jake pozitivne korelacije melatonina u serumu i
koncentracija  TBARS,  AOPP  i  iNOS  ukazuje  na  značaj  antioksidativnih  efekata
melatonina za zaštitu od oksidativnog oštećenja u retini.
Za  razliku  od  melatonina,  metformin  u  dozi  od  100  mg/kg,  nije  ostvario
značajne efekte ni na parametre oksidativnog oštećenja,  ni na koncentraciju iNOS u
retini. Sniženje koncentracije TBARS pod dejstvom metformina u dozi od 300 mg/kg je
utvrđeno u srcu, ali ne i bubrezima spontano hipertenzivnih pacova (Malínská i sar.,
2016). Ista doza metformina je dovela do smajenja ekspresije iNOS u plućima gojaznih
pacova (Calixto i sar., 2013). Izostanak efekta metformina na ispitivane parametre u
ovoj studiji se može objasniti razlikom u dozi ili specifičnošću dejstva metformina na
ispitivani organ. 
5.5. Analiza efekata primene melatonina na koncentraciju 
medijatora inflamacije u retini eksperimentalnih životinja sa 
dijabetesom melitusom tip 2
Inflamacija predstavlja odbrambeni odgovor imunog sistema na neki antigen ili
mikroorganizam.  Za razliku od akutne inflamacije  čiji  su efekti  na tkivo  povoljni  i
rezultuju reparacijom, hronična inflamacija dovodi do oštećenja tkiva i ćelijske smrti
(Hotamisligil,  2006).  U  oštećenom tkivu  “Toll-like”  receptori  prepoznaju  endogene
stres  signale,  molekularne  obrasce  oštećenja  (DAMPs)  i  njihova interakcija  aktivira
signalne puteve NF-κB). (Tang i Kern, 2011).B i MAPK koji povećavaju ekspresiju proinflamatornih citokina
uključujući i TNF-α (Dehdashtian i sar., 2018).
Inflamacija ima značajnu ulogu u nastanku i progresiji dijabetesne retinopatije.
Povezanost  inflamacije  i  endotelne  disfunkcije  je  utvrđena  kod  obolelih  od  tip  2
dijabetesa (van Hecke i sar., 2005). Inicijalni okidač inflamatornog odgovora u retini su
oštećenja makromolekula i ćelijskih struktura nastala pod dejstvom RVK i/ili RVA, čije
je  stvaranje  povećano  u  uslovima  hiperglikemije  (Kowluru  i  Chan,  2007).  Nakon
iniciranja imunog odgovora oksidativnim oštećenjem u retini, proces dalje progredira
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pod  dejstvom  proinflamatornih  citokina  (TNF-α),  adhezionih  molekula  (sICAM-1,
VCAM), faktora rasta (VEGF) i azot-monoksid produkujućih enzima (iNOS) (Tarr i
sar., 2013).
Sistemska inflamacija ima veliki značaj za patogenezu dijabetesa melitusa tip 2 i
njegovih komplikacija. Povišene vrednosti proinflamatornih citokina, kao što su TNF-α,
IL-6, rezistin i proteina akutne faze (CRP)  su pronađene u krvi obolelih od dijabetesa
melitusa  tip  2  (Das,  2017).  Utvrđeno  je  da  koncentracija  TNF-α  i  drugih
proinflamatornih  molekula  u  cirkulaciji  korelira  sa  težinom  dijabetesne  retinopatije
(Doganay i  sar.,  2002; Nalini.  i  sar.,  2017).  Endotelna disfunkcija,  proinflamatorni i
adhezioni  molekuli  su  ključni  faktori  potrebni  za  nastanak  leukostaze  verovatno
pojačavajući interakcije između leukocita i endotelnih ćelija (Joussen i sar., 2004).
Leukostaza, odnosno adheriranje leukocita na zid retinalnih kapilara, je proces
od velikog značaja za patogenezu dijabetesne retinopatije,  jer  pored fizičke okluzije
kapilara  i  posledične  ishemije  u  retini,  leukociti  doprinose  oksidativnom  oštećenju
ćelija kapilara, produkcijom RVK i inflamaciji, sekrecijom citokina i faktora rasta (Tarr
i sar., 2013). Oštećenje retinalnih krvnih sudova i strukture tesnih spojeva za posledicu
ima narušavanje integriteta krvno-retinalne barijere što se smatra ključnim trenutkom u
patogenezi  dijabetesne  retinopatije  (Dehdashtian  i  sar.,  2018).  Najznačajnijim
proinflamatornim  molekulima  uključenim  u  patogenezu  dijabetesne  retinopatije
smatraju  se  TNF-α,  IL-1β,  IL-6,  IL-8,  sICAM-1,  VCAM-1,  integrin  β-2  (CD-18)  i
protein hemoatraktant monocita (engl. monocyte chemoattractant protein MCP-1) (Roy
i sar., 2017).
U uslovima hiperglikemije, pored leukocita, proinflamatorne molekule sintetišu
i ćelije retine, pre svega Milerove ćelije (Du i sar., 2004; Liu i sar., 2014) i aktivisane
mikroglije  (Altmann  i  Schmidt,  2018).  Aktivacija  mikroglija  uslovljava  njihovu
proliferaciju  i  migraciju,  što  dovodi  do  narušavanja  funkcije  i  gubitka  retinalnih
neurona,  što  se  manifestuje  istanjenjem  sloja  nervnih  vlakana  i  oštećenjem  vida.
(Altmann i Schmidt, 2018).
Rezultati ovog istraživanja pokazali su povišenu koncentraciju TNF-α u serumu
životinja sa dijabetesom melitusom tip 2, u odnosu na zdrave životinje, što je u skladu
sa  rezultatima  dobijenim  na  sličnom  eksperimentalnom  modelu  (Palsamy  i
Subramanian, 2011, 2010). Povišene vrednosti proinflamatornih citokina među kojima
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je i  TNF-α  su pronađene u krvi obolelih od dijabetesa tipa 2 (Das, 2017). Povišena
koncentracija TNF-α u cirkulaciji povezana je sa razvojem dijabetesne retinopatije (Yao
i  sar.,  2018). Utvrđeno je  da koncentracija  TNF-α u  cirkulaciji  korelira  sa  težinom
dijabetesne retinopatije (Nalini. i sar., 2017). Pored povišene koncentracije u cirkulaciji,
povišene vrednosti  TNF-α nađene su u očnoj  vodici  negojaznih dijabetičnih miševa
(Mugisho i  sar.,  2018) i  očnoj vodici dijabetičara (Feng i  sar.,  2018) koji  su razvili
retinopatiju. Faktor nekroze tumora-α se sintetiše u adipocitima i/ili perifernim tkivima
(Fasshauer  i  Paschke,  2003)  i  izaziva  tkivnu  inflamaciju  posredstvom  efekta  na
proizvodnju RVK ili aktivacijom signalnih puteva u ćelijama, pre svega posredstvom
JNK i NF-κB). (Tang i Kern, 2011).B (Akash i sar., 2018). TNF-α smanjuje ekspresiju glukoznog transpotera
tipa 4 (GLUT4) i povećava serin fosforilaciju insulin receptor supstrata (engl. insulin
receptor supstrat-IRS) (Rui i sar., 2001) čime doprinosi nastanku insulinske rezistencije
(Hotamisligil, 1999), uslovljavajući hiperglikemiju, koja pokreće mehanizme oštećenja
retine i dovodi do iniciranja ili progresije dijabetesne retinopatije. Povišene vrednosti
TNF-α  mogu  da  prouzrokuju  endotelnu  disfunkciju,  delujući  na  produkciju  RVK,
konkretno superoksida u neutrofilima i smanjenjem koncentracije NO u endotelu krvnih
sudova (Das, 2017).
U endotelu TNF-α takođe stimuliše stvaranje adhezionih molekula, kao sto je
sICAM-1 koji imaju značaj u nastanku leukostaze (Thichanpiang i Wongprasert, 2015).
Ovaj molekul zajedno sa hiperglikemijom povećava aktivnost enzima β-(1,3) galaktozil
O-glikozilglikoprotein β-(1,6)-N-acetil glukozaminil transferaze (C2GNT) koji dovodi
do  O-glikozilacije  površinskih  ugljenohidratnih  lanaca  leukocita,  čime  doprinosi
nastanku leukostaze (Ben-Mahmud i sar., 2004). Faktor nekroze tumora-α samostalno
ili u kombinaciji sa IL-1β ili VEGF-om povećava propustljivost krvno-retinalne barijere
in vitro, mehanizmom koji podrazumeva snižavanje cAMP-a u ćeliji (van der Wijk i
sar.,  2017).  Sa  druge  strane,  mehanizmom  posredovanim  NF-κB). (Tang i Kern, 2011).B,  TNF-α  smanjuje
ekspresiju gena za klaudin 5 i  protein ZO-1, što narušava integritet tesnih spojeva i
povećava  propustljivost  endotelnih  ćelija  (Aveleira  i  sar.,  2010).  Povećanje
propustljivosti krvno-retinalne barijere navedenim mehanizmom posredovano je protein
kinazom C (Lin i sar., 2018; Titchenell i sar., 2012). Opisani efekti TNF-α mogu biti od
velikog značaja za nastanak i progresiju dijabetesne retinopatije, jer mogu posredovati u
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nastanku  leukostaze  i  posledičnom  narušavanju  integriteta  krvno-retinalne  barijere
(Huang i sar., 2011). 
Rezultati  ovog  istraživanja  pokazali  su  da  oralno  administriranje  melatonina
dovodi  do  sniženja  serumske  koncentracije  TNF-α  kod  životinja  sa  dijabetesom
melitusom tip 2. Sniženje serumske koncentracije TNF-α, zabeleženo je kod pacova sa
tipom 2 dijabetesa (Agil i sar., 2013) i kod gojaznih ljudi sa insulinskom rezistencijom
(Sun i sar., 2018). Smanjenje serumske koncentracije TNF-α, najverovatnije nastaje kao
posledica  inhibicije  signalnog  puta  NF-κB). (Tang i Kern, 2011).B (Jiang  i  sar.,  2016),  kojim je  regulisana
sinteza ovog proinflamatornog citokina. Sem efekta na serumsku koncentraciju TNF-α,
melatonin  snižava  i  koncentraciju  ovog  citokina  i  u  retini  pacova  sa  dijabetesom
melitusom  tip  2  (Jiang  i  sar.,  2016;  Salido  i  sar.,  2013).  Intraperitonealna  ili
intravitrealna primena anti TNF-α antitela, dovodi do značajnog smanjenja leukostaze,
apoptoze i broja acelularnih kapilara (Wen Li i sar., 2014). 
Ovo  istraživanje  je  ukazalo  da  metformin,  takođe  dovodi  do  snižavanja
serumske koncentracije  TNF-α.  Efekat  sniženja  koncentracije  TNF-α,  pod dejstvom
metformina, zabeležen je u kulturi monocita stimulisanih lipopolisaharidom (Bułdak i
sar., 2016) i u krvi kod obolelih od dijabetesa melitusa tip 2 (Andrews i sar., 2012).
Ovaj efekat metformina je takođe utvrđen i u ćelijama retinalnog pigmentog epitela,
kao i u retini dijabetičnih pacova (Han i sar., 2018). Pri tom je utvrđeno, da metformin
svoje dejstvo ostvaruje inhibicijoim signalnih puteva NF-κB). (Tang i Kern, 2011).B i MAPK (Bułdak i sar.,
2016).
“Hoorn”  studija  je  utvrdila  pozitivnu  asocijaciju  prevalence  dijabetesne
retinopatije sa povišenom serumskom koncentracijom sICAM (van Hecke i sar., 2005).
Ovaj  molekul  predstavlja  solubilnu  formu  interćelijskog  adhezionog  molekula  koja
omogućava  adheziju  leukocita  i  njihovu  migraciju  kroz  endotel  vezivanjem  za
leukocitne integrine LFA-1 (CD11a/CD18) i Mac-1 (CD11b/CD18) (Noda i sar., 2012;
Witkowska  i  Borawska,  2004).  Eksprimiranje  sICAM-1  je  povećano  u  retini  i
horoidnom pleksusu obolelih  od dijabetesa melitusa i  njegova ekspresija  korelira sa
brojem neutrofila  koji  migriraju kroz  endotel  krvnih sudova (McLeod i  sar.,  1995).
Inhibicija  sICAM-1  specifičnim  antitelom,  sprečava  leukostazu  i  oštećenje  krvno-
retinalne barijere dijabetičnih životinja (Miyamoto i sar., 1999), što ukazuje na značaj
sICAM-1 u patogenezi dijabetesne retinopatije. Rezultati predstavljeni u ovoj disertaciji
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ukazuju da je koncentracija sICAM-1 povišena u retini životinja sa dijabetesom tipa 2,
što je u skladu sa dostupnim rezultatima  in vitro eksperimentalnih studija (Xie i sar.,
2014).
Rezultati ovog istraživanja ukazuju da ni melatonin, ni metformin nisu ostvarili
značajne efekte na koncentraciju sICAM-1 u retini pacova sa dijabetesom melitusom tip
2.  Za razliku  od ovih rezultata,  Xie i  sar.  (2014) su pokazali  da melatonin  snižava
ekspresiju  i  sintezu  sICAM-1  u  ćelijama  retinalnog  pigmentnog  epitela  i  ćelijama
retinalnih endotelnih ćelija izloženim visokoj koncentraciji glukoze i  interleukinu  1β.
Pošto u dostupnoj literaturi ima malo podataka o efektu melatonina na ovaj parametar,
potrebna su dodatna istraživanja,  u  cilju  utvrđivanja efekta melatonina na sICAM-1
kako  in vivo tako i  in vitro.  Sniženje sinteze sICAM-1 pod dejstvom metformina je
takođe utvrđeno in vitro u kulturi endotelnih ćelija retine, pri čemu u sniženju posreduje
AMPK (Han i sar., 2018)
5.6. Analiza efekata primene melatonina na medijatore 
oštećenja krvno-retinalne barijere i neoangiogeneze u retini 
eksperimentalnih životinja sa dijabetesom melitusom tip 2
Inflamacija i proinflamatorni citokini, kao i pojedini faktori rasta mogu dovesti
do  promena  propustljivosti  retinalnih  krvnih  sudova,  koje  je  karakteristika  mnogih
oboljenja oka, uključujući i dijabetesnu retinopatiju (Klaassen i sar., 2013). Najznačajniji
efekat na propustljivost krvno-retinalne barijere, pored TNF-α, ostvaruje VEGF. Ovaj
molekul deluje posredstvom protein kinaze C (PKC), koja fosforiliše okludin, pri čemu
ova modifikacija izaziva njegovu ubikvitinaciju i internalizaciju, što zbog narušavanja
integriteta tesnih spojeva dovodi do povećanja propustljivosti krvno- retinalne barijere
(Murakami i sar., 2012, 2009).
Angiogeneza se definiše kao rast novih krvnih sudova iz postojećih i predstavlja
kompleksan  proces  koji  uključuje  proliferaciju  i  migraciju  endotelnih  ćelija,
ekstracelularnu proteolizu kao i formiranje i remodelovanje novih krvnih sudova  (Beck
i  D’Amore,  1997).  Glavni  faktor  odgovoran  za  neovaskularizaciju  i  povećanje
propustljivosti krvnih sudova u retini je VEGF (El Rami i sar., 2017; Gupta i sar., 2013;
Kowluru i Chan, 2007; Tarr i sar., 2013). Matriks metaloproteinaza 9 takođe predstavlja
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značajan proangiogeni  faktor  koji  deluje  sinergistički  sa  VEGF-om (Ebrahem i  sar.,
2010; Kowluru, 2010; Kowluru i sar., 2012).
Vaskularni endotelni faktor rasta se sintetiše u odgovoru na ishemiju/hipoksiju,
pri čemu je njegova sinteza regulisana posredstvom DNK vezujućeg proteina, HIF-1.
Ovaj faktor stimuliše ekspresiju gena za VEGF (Zhang i sar., 2018). Pored hipoksije i
hiperglikemija  i  oksidativni  stres  izazivaju  povećano  eksprimiranje  VEGF-a,  što  je
pokazano  in  vitro na  ćelijama retinalnog pigmentnog epitela  (Marazita  i  sar.,  2016;
Sone  i  sar.,  1996).  Hiperglikemija  verovatno  dovodi  do  povećane  sinteze  VEGF-a
posredno, mehenizmom koji uključuje efekat povećane koncentracije uznapredovalih
produkata glikacije (AGE) na sintezu HIF-1 (Lu i sar., 1998; Treins i sar., 2001). Iako se
VEGF sintetiše u gotovo svim ćelijama retine, smatra se da su Milerove ćelije mesto
sinteze VEGF-a odgovornog za oštećenje krvno-retinalne barijere i neovaskularizaciju
(Bai i sar., 2009; Wang i sar., 2015). U retini, VEGF stimuliše neoangiogenezu, utičući
na  proliferciju  i  migraciju  endotelnih  ćelija,  pri  čemu  efekte  ostvaruje  aktivacijom
VEGFR2  receptora  (Shibuya,  2006).  Ovi  receptori  pokreću  puteve  intraćelijske
signalizacije  aktivacijom  mitogenom  aktivirane  protein  kinaze  (MAPK),
fosfatidilinozitol  3-kinaze/Akt  i  protein  kinaze  C  (Penn  i  sar.,  2008).  Vaskularni
endotelni faktor rasta, sem toga, povećava ekspresiju sICAM-1 in vivo, čime doprinosi
leukostazi i inflamaciji u retini (Lu i sar., 1999).
Povećanje koncentacije  VEGF-a u retini  ili  očnoj  vodici  je  registrovano kod
životinja (Jiang i sar., 2016; Özdemir i sar., 2014; Salido i sar., 2013) i ljudi (Lutty i sar.,
1996;  Wang i  sar.,  2014)  obolelih  od dijabetesa,  što  je  u sladu sa rezultatima ovog
istraživanja. Naročito visoke vrednosti VEGF-a u očnoj vodici marker su proliferativne
dijabetesne retinopatije i mogu imati prognostički značaj (Wang i sar., 2014). 
Rezultati  ovog  istraživanja  pokazali  su  da  melatonin  dovodi  do  snižavanja
koncentacije VEGF u retini pacova sa dijabetesom melitusom tip 2. Smanjena sinteza
VEGF u  uslovima  hiperglikemije,  kao  efekat  tretmana  melatoninom,  je  utvrđena  u
Milerovim ćelijama  pacova  (Jiang  i  sar.,  2012)  i  humanim retinalnim endotelnim i
pigmentnim epitelnim  ćelijama  (Xie  i  sar.,  2014).  Sem toga  sniženje  koncentracije
VEGF-a u retini, pod dejstvom melatonina utvrđeno je i in vivo, nakon intraperitonealne
aplikacije melatonina (Özdemir i sar., 2014; Salido i sar., 2013). Efekat melatonina na
koncentraciju VEGF-a je najverovatnije posredovan inhibitornim efektom melatonina
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na  sintezu  HIF1  u  retini  (Xu  i  sar.,  2018),  pri  čemu  je  ovaj  efekat  najverovatnije
posredovan  Sirt1  zavisnim mehanizmom (Lim i  sar.,  2010).  Sniženje  koncentracije
VEGF-a  koje  nastaje  u  toku  terapije  melatoninom  ima  veliki  značaj  za  očuvanje
integriteta  i  smanjenje  propustljivosti  krvno-retinalne  barijere  (Kaur  i  sar.,  2008;
Mehrzadi  i  sar.,  2018) što  je  od potencijalno velikog značaja  u terapiji  i  prevenciji
dijabetesne retinopatije. 
Prema  rezultatima  ovog  istraživanja,  metformin  u  dozi  od  100  mg/kg  nije
ostvario značajne efekte na koncentraciju VEGF-a u retini. Izostanak efekta metformina
na koncentraciju VEGF ipak ne isključuje njegov protektivni efekat, jer je utvrđeno da
metformin ostvaruje inhibitorno dejstvo na razvoj dijabetesne retinopatije dovodeći do
alternativnog splajsinga VEGF molekula, čime smanjuje aktivaciju VEGFR2 (Yi i sar.,
2016).
Matriks metalopreteinaza 9, pored razgradnje proteina ekstracelularnog matriksa
i  bazalne  membrane,  kojim  omogućava  migraciju  endotelnih  ćelija  u  procesu
neoangiogeneze,  omogućava  oslobađanje  matriks  vezanog  VEGF-a,  čime  potencira
njegovo dejstvo, povećavajući bioraspoloživost (Di i sar., 2016; Ebrahem i sar., 2010). 
Matriks metaloproteinaze su jako osetljive na efekte oksidativnog stresa, pri čemu RVK
i RVA povećavaju njihovu aktivnost  direktnom oksidacijom ostataka cisteina u pro-
domenu (Nelson i Melendez, 2004; Okamoto i sar., 2004). Aktivno mesto ovog enzima
sadrži  atom cinka  za  koji  se  normalno  vezuje  cistein  iz  pro-domena,  čineći  enzim
inaktivnim,  dok  oksidacija  cisteina  u  prooksidativnim  uslovima  uslovljava  porast
aktivnosti  (Rosenberg,  2009;  Yabluchanskiy  i  sar.,  2013).  Oksidativni  stres  ima
stimulišući  efekat  na  ekspresiju  gena  za  MMP-9  posredstvom metilacije  promotora
gena za MMP-9 (Kowluru i Shan, 2017). Povećanje aktivnosti MMP-9 u dijabetesu
može dodatno biti posredovano citokinima i faktorima rasta među kojima je i TNF-α
(Lee  i  sar.,  2010;  Van  den  Steen  i  sar.,  2002).  Sinteza  MMP-9  regulisana  je
transkripcionim  faktorima  NF-κB). (Tang i Kern, 2011).B  i  aktivator  proteina  1  (AP1)  koji  se  vezuju  za
promotor gena za MMP-9, pri čemu u vezivanju posreduje enzim PARP-1 (Mishra i
Kowluru, 2017). Činjenica da NF-κB). (Tang i Kern, 2011).B povećava ekspresiju gena za MMP-9 (Kim i sar.,
2007;  Mishra i  Kowluru,  2017),   ukazuje na proinflamatornu prirodu ovog enzima.
Povećana sinteza MMP-9 u dijabetesu melitusu objašnjava se acetilacijom aktivator
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proteina 1 (AP1) i/ili  PARP-1, koja nastaje  kao posledica smanjene aktivnosti  Sirt1
deacetilaze (Mishra i sar., 2016; Mishra i Kowluru, 2017). 
Matriks  metaloproteinaza  9 ispoljava  proapoptotičko dejstvo  na  ćelije  retine,
najverovatnije  posredujući  u  oštećenju  membrane  mitohondrija  (Chen  i  sar.,  2015;
Kowluru i Shan, 2017). Inhibicija MMP-9 dovodi do povećanog preživljavanja čepića u
eksperimentalnom modelu  retinitis pigmentosa (Shin i sar., 2016). Sem toga MMP-9
uslovljava apoptozu endotelnih ćelija  retine  in  vitro (Mohammad i  Kowluru,  2012).
Povećanje  aktivnosti  MMP-9  može  biti  posledica  oksidativnog  stresa  ili  dejstva
proinflamatornih medijatora TNF-α i  NF-κB). (Tang i Kern, 2011).B (Brown i  sar.,  2007; Rosenberg, 2009).
Reaktivne vrste azota i azot-monoksid takođe predstavljaju potentne aktivatore matriks
metaloproteinaza (Okamoto i sar., 2004).
Povećanje koncentracije MMP-9 in vitro u uslovima hiperglikemije je pokazano
na  ćelijama  retinalnog  pigmentnog  epitela  (Xie  i  sar.,  2014)  i  ćelijama  retinalnih
kapilara  (Kowluru,  2010).  Rezulati  prestavljeni  u  ovoj  disertaciji  govore  u  prilog
povećanju koncentracije MMP-9 u retini  in vivo, koja je utvrđena ovim istraživanjem.
Povišene  koncentracije  MMP-9  su  nađene  u  serumu  obolelih  od  dijabetesne
retinopatije, pri čemu koncentracije koreliraju sa težinom bolesti (Jayashree i sar., 2018)
Terapija melatoninom je, prema rezultatima ovog istraživanja dovela do sniženja
koncentracije  MMP-9  u  retini  pacova  sa  dijabetesom  melitusom  tip  2.  Sniženje
koncentracije  i  sinteze  MMP-9,  u  toku terapije  melatoninom utvrđeno je  in  vitro u
kulturi  endotelnih  ćelija  retine  i  ćelijama retinalnog pigmentnog epitela  (Xie  i  sar.,
2014).  Efekat  melatonina  na  sintezu  MMP-9  najverovatnije  je  posredovan  Sirt1
zavisnim mehanizmom (Kowluru i sar., 2014; Mayo i sar., 2017; Shah i sar., 2017).
Činjenica  da  je  korelacionom analizom utvrđena  linearna  veza  koncentracije
melatonina i  parametra oksidativnog oštećenja TBARS i AOPP, kao i  linerana veza
koncentracije  melatonina  i  enzima  iNOS,  ali  ne  i  linearna  veza  koncentracije
melatonina i koncentracije VEGF-a i MMP-9 ukazuje da su dejstva na koncentracije
VEGF i MMP-9 verovatno posredovana efektom na stepen oksidativnog oštećenja u
retini.
Metformin, prema rezultatima ovog istraživanja,  takođe dovodi do smanjenja
koncentracije  MMP-9  u  retini.  Sličan  efekat  metformina  na  koncentraciju  MMP-9
utvrđen je  in vitro u kulturi endotelnih progenitornih ćelija (Li i sar., 2017) i kulturi
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MCS-7 ćelija  karcinoma dojke (Jang i  sar.,  2014)  i  in  vivo kod pacova na modelu
periodontitisa  (Araújo  i  sar.,  2017).  Pri  tom  je  ovaj  efekat  metformina  verovatno
posredovan AMPK/mTOR/autofagija signalnim putem (Li i sar., 2017).
5.7. Analiza efekata melatonina na koncentraciju kaspaze-3 u 
retini eksperimentalnih životinja sa dijabetesom melitusom 
tip 2
Ćelijska  smrt  se  smatra  značajnom  za  nastanak  tipičnih  morfoloških
karakteristika  dijabetesne  retinopatije  poput  mikroaneurizmi,  acelularnih  kapilara  i
gubitka pericita, kao i narušavanja barijerne funkcije krvno-retinalne barijere (Feenstra i
sar.,  2013).  Mehanizmi  ćelijske  smrti  koji  se  smatraju  značajnim  za  patogenezu
dijabetesne retinopatije su apoptoza i piroptoza (Crooke i sar., 2017). 
Apoptoza  je  najviše  proučavani  tip  ćelijske  smrti  u  dijabetesnoj  retinopatiji.
Postojanje apoptoze endotelnih, nervnih ćelija i pericita u retini je najčešće detektovano
upotrebom TUNEL eseja kod dijabetičnih i galaktozemičnih pacova i ljudi obolelih od
dijabetesa  melitusa  (Barber  i  sar.,  2011;  Mizutani  i  sar.,  1996).  Povećana aktivnost
kaspaza  koja  govori  u  prilog  postojanja  apoptoze  je  takođe  utvrđena  u  retini
galaktozemičnih i dijabetičnih pacova i retini ljudi obolelih od dijabetesa (Mohr i sar.,
2002). Porast aktivnosti inflamatornih kaspaza, uključujući i kaspazu-1, registrovan je
vrlo  rano  nakon  povišenja  koncentracije  heksoza  u  krvi,  dok  je  koncentracija
takozvanih  izvršnih  kaspaza  u  koje  spada  kaspaza-3,  bila  povišena  nakon  nekoliko
meseci evolucije bolesti u vreme kada se pojavljuju morfološke promene na krvnim
sudovima karakteristične za dijabetesnu retinopatiju (Mohr i sar., 2002). Utvrđeno je da
inhibicija kaspaze-1 sprečava degeneraciju retinalnih krvnih sudova u galaktozemiji i
dijabetesu melitusu (Vincent i Mohr, 2007), što ukazuje na značaj mehanizma piroptoze
u patogenezi dijabetesne retinopatije.  Nasuprot tome, porast  koncentracije kaspaze-3
kod dijabetičnih pacova je registrovan nakon samo dve nedelje hiperglikemije (Joussen
i  sar.,  2009).  Porast  aktivnosti  kaspaze-3 je  prethodno registrovan  in  vitro u  kulturi
ćelija  retinalnog  pigmentnog  epitela,  Milerovih  ćelija  i  pericita  u  uslovima
hiperglikemije (Busik i sar., 2008; Devi i sar., 2013). 
Ovim istraživanjem, ipak nije  utvrđeno povećanje koncentracije  kaspaze 3 u
retini  pacova  sa  dijabetesom  melitusom  tip  2,  šest  nedelja  nakon  uspostavljanja
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hiperglikemije.  Ovi  rezultati  prema tome ukazuju  da  mehanizmi  ćelijske  smrti  koji
uključuju  kaspazu-3,  verovatno  nisu  dominantni  u  ranoj  fazi  progresije  dijabetesne
retinopatije. Ovim istraživanjem, ipak, utvrđene su povišene koncentracije MMP-9 u
retini i TNF-α u serumu, što može biti od značaja za sagledavanje procesa apoptoze u
sklopu dijabetesne retinopatije.
Rezultati  ovog  istraživanja  nisu  pokazali  značajne  efekte  melatonina  na
koncentraciju  kaspaze-3 u retini  nakon dvonedeljne terapije.  Za razliku od rezultata
predstavljenih u ovoj disertaciji, nakon terapije u trajanju od 12 nedelja, melatonin je
doveo do značajnog sniženja kaspaze-3 u retini pacova sa hiperglikemijom (Li i sar.,
2013). Razlika u pronađenom efektu, u ovom slučaju,  verovatno je posledica dužine
trajanja terapije, kao i činjenice da nakon 6 nedelja od uspostavljanja hiperglikemije u
retini  pacova,  u  ovde  predstavljenom  istraživanju,  nije  utvrđeno  povećanje
koncentracije kaspaze-3.
Metformin, prema rezultatima ovog istraživanja, takođe nije ostvario značajne
efekte na koncentraciju kaspaze-3 u retini pacova sa dijabetesom melitusom tip 2 nakon
dvonedeljne terapije u dozi od 100 mg/kg. Sniženje koncentracije kaspaze-3 u retini
dijabetičnih pacova utvrđeno je nakon dvomesečne terapije metforminom u dozi od 350
mg/kg (Nasiry i sar., 2017). Razlike u efektu primenjene terapije se i u ovom slučaju
mogu objasniti različitim trajanjem terapije i primenom različitih doza metformina.
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6. Zaključak
Na osnovu rezultata ovog istraživanja mogu se izvesti sledeći zaključci:
1.  Retina  eksperimentalnih  životinja  sa  dijabetesom  melitusom  tip  2,  indukovanim
streptozotocin-nikotinamidom,  karakteriše  se  povećanim  stepenom  oksidativnog
oštećenja i porastom koncentracija biomarkera inflamacije i neoangiogeneze. Promene
u intenzitetu oksidativnog stresa i biomarkera inflamacije su u korelaciji sa sniženjem
koncentracije melatonina u serumu. 
2. Melatonin dovodi do sniženja koncentracije glukoze, ukupnog i HDL holesterola u
krvi,  čime  ostvaruje  preventivno  dejstvo  na  nastanak  i  progresiju  dijabetesne
retinopatije.
3. Melatonin dovodi do sniženja intenziteta lipidne peroksidacije, stepena oksidativne
modifikacije  proteina  i  koncentracije  enzima  iNOS  čime  smanjuje  oksidativno
oštećenje tkiva retine u dijabetesu melitusu tip 2.
4.  Melatonin  ispoljava  antiinflamatorni  efekat  snižavanjem  koncentracije
proinflamatornog citokina TNF-α u serumu životinja sa dijabetesom melitusom tip 2,
ali  ne deluje na koncentraciju adhezionog molekula sICAM-1 u retini,  uključenog u
proces leukostaze.
5. Melatonin deluje protektivno na tkivo retine, snižavanjem koncentracija najvažnijih
medijatora  oštećenja  krvno-retinalne  barijere  i  neoangiogeneze  u  dijabetesnoj
retinopatiji, VEGF-a i MMP-9.
6. Melatonin ostvaruje protektivne efekte na tkivo retine u dijabetesu melitusu, delujući
na  parametre  oksidativnog  oštećenja,  inflamacije  i  neoangiogeze.  Zbog  ostvarenih
efekata  na  najznačajnije  patogenetske  faktore  uključene  u  nastanak  i  progresiju
dijabetesne retinopatije, melatonin može biti od koristi u prevenciji ili terapiji promena
u retini koje se javljaju u dijabetesu melitusu.
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